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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
A584 absorbanca, merjena pri 584 nm 
AISI Ameriški inštitut za železo in jeklo (angl. American Institute of Iron and 
Steel) 
ATP molekula adenozin trifosfat, nosilka energije v živih celicah 
cadF oznaka gena, ki kodira membransko beljakovino za pritrjevanje bakterije  
CC kolonska kromatografija (angl. Colon Cromatography) 
ccoN oznaka tarčnega nukleotidnega zaporedja za Campylobacter jejuni 
CFU enote, ki tvorijo kolonije (angl. Colony Forming Units) 
dPCR digitalni PCR (angl. Digital PCR) 
eDNA zunajcelična DNA (angl. Extracelular DNA) 
EPS zunajcelične polimerne komponente (angl. Extracelular Polymeric 
Substances) 
flaA, flaB oznaka gena, ki kodira del membranskega bička bakterije  
FRET resonančno-fluorescentni prenos energije (angl. Fluorescence Resonance 
Energy Transfer)  
HPLC visoko-zmogljiva tekočinska kromatografija (angl. High-Performance 
Liquid Chromatography) 
IA-2 signalna molekula, ki omogoča medcelično komunikacijo 
KV kristal vijolično barvilo (angl. Cystal Violet) 
LOS lipooligosaharidni sloj 
MIK minimalna inhibitorna koncentracija 
NCTC Nacionalna zbirka tipskih kultur (angl. The National Collection of Type 
Cultures) 
NTC negativna kontrola brez vzorca DNA (angl. No Template Control) 
OD optična gostota (angl. Optical Density) 
PCR metoda verižne reakcije s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction) 
PEB1 glavna adhezijska beljakovina celične membrane pri C. jejuni  
qPCR kvantitativni PCR (angl. Quantitative PCR) 
RLU relativne svetlobne enote (angl. Relative Light Units) 
TLC tankoplastna kromatografija (angl. Thin-Layer Chromatography) 
VBNC živo, vendar ne kultivabilno (angl. Viable But Not Culturable) 
6-FAM specifično fluorescentno barvilo za označevanje oligonukleotidov (6-
karboksifluorescein) 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Bakterije Campylobacter so najpogostejše povzročiteljice bakterijskih črevesnih okužb pri 
ljudeh. Neustrezno toplotno obdelano piščančje meso pa najpogostejši način prenosa okužbe 
s kampilobaktri (Snelling in sod., 2005). Po poročilu Evropske agencije za varnost hrane 
(ang. European Food Safety Authority, EFSA) iz leta 2015 predstavlja kampilobakterioza v 
zadnjih letih naraščajoč trend s pogostostjo 71,0 prijavljenih okužb na 100.000 prebivalcev 
Evropske unije (EFSA, 2015). V Sloveniji je letna incidenčna stopnja znašala 54,3/100.000 
prebivalcev. V letu 2014 se je prisotnost bakterij Campylobacter potrdilo pri 64 % 
analiziranih vzorcev svežega piščančjega mesa (EFSA, 2015; VURS, 2015). Zanimivo in 
hkrati problematično je dejstvo, da se trend okužb s Campylobacter spp. letno povečuje, 
kljub temu, da  ima bakterija zelo specifične in zahtevne rastne pogoje.  
Pritrjevanje bakterij in nadaljnja tvorba biofilmov na površinah je pomemben dejavnik 
preživetja črevesnih bakterij v okolju izven gostitelja. Povečuje tveganje prenosa patogenih 
črevesnih bakterij v živilskih predelovalno-proizvodnih obratih, možnost navzkrižne 
kontaminacije živil ter okužbe ljudi (Shi in Zhu, 2009; Bronowski in sod., 2014). Zaradi 
prilagojenosti na okolje prebavnega trakta so kampilobaktri razvili posebne mehanizme za 
preživetje v neugodnih okoliščinah zunaj gostitelja. Znano je, da se lahko bakterije C. jejuni 
skupaj s splošnimi kvarljivci živil pritrjajo in rastejo na različnih površinah (Young in sod., 
2007; Murphy in sod., 2006). Rast znotraj biofilma izboljša odpornost bakterij na zunanje 
spremembe in protimikrobna sredstva, zato jih je težko preprečiti in odpraviti (Gaitán 
Herrera, 2001; Giaouris in sod., 2014; Frank, 2001).  
Kraljestvo rastlin predstavlja zanimiv potencialni vir novih bioaktivnih sekundarnih 
metabolitov. V zadnjih letih je zelo aktualno področje testiranje naravnih rastlinskih 
pripravkov s protimikrobnim, protiadhezijskim in protifilmotvornim delovanjem. Še posebej 
so zanimivi tisti, ki jih lahko pridobivamo iz stranskih proizvodov živilske ali farmacevtske 
proizvodnje, saj to prispeva tudi k reševanju okoljskega problema, ki ga predstavljajo 
stranski proizvodi in odpadki. Eterična olja in fenolni izvlečki rastlin so vzbudili zanimanje 
za uporabo kot potencialna protimikrobna sredstva (Bouaziz in sod., 2009; Miceli in sod., 
2009; Simões in sod., 2010). Primanjkuje pa raziskav z ustrezno kvantifikacijo 
protiadhezijskega in protifilmotvornega delovanja na bakterije Campylobacter. Zaradi 
posebnih rastnih pogojev in težke identifikacije bakterij Campylobacter predstavljajo 
metode določanja DNA dobro izhodišče tudi za natančno kvantifikacijo (Winkelströter sod., 
2014, Miladi in sod., 2016; Simões in sod., 2010).  
V magistrskem delu smo se usmerili v kvantifikacijo pritrjevanja bakterij C. jejuni na 
abiotsko površino polistirena. Pri tem smo vpeljali ter optimizirali hitro in občutljivo metodo 
qPCR, ki uporablja specifična barvila. Z vključitvijo izvlečkov naravnih virov smo 
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predstavili alternativno metodo preprečevanju kontaminacije živilskih produktov in s tem 
povezane tvorbe biofilmov ter zagotavljanju zdravja ljudi. 
1.2 CILJI MAGISTRSKEGA DELA 
Cilji magistrskega dela so bili:  
• Preveriti uporabnost gojitvene metode s štetjem kolonij na ploščah (CFU/ml) in 
spektrofotometrične metode (barvanje biomase s kristal vijoličnim barvilom) za 
spremljanje adhezivnosti bakterij Campylobacter jejuni na polistirenski površini.  
• Vpeljati in ovrednotiti metodo kvantifikacije adheriranih bakterij C. jejuni s qPCR ter 
na osnovi tega: 
• kvantificirati protiadhezijsko delovanje izvlečkov navadnega brina 
(Juniperus communis); 
• preveriti vpliv medija in površine na adhezijo in protiadhezijsko delovanje 
brinovih pripravkov; 
• primerjati adhezijo enovrstne in mešane kulture C. jejuni z L. monocytogenes 
ter preveriti vpliv takšne rasti na protiadhezijsko delovanje brinovih 
pripravkov. 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
Gojitvena in spektrofotometrična metoda dajeta različno informacijo o kvantifikaciji 
adhezije kampilobaktrov. 
 
Metoda kvantifikacije qPCR bakterij Campylobacter na osnovi PCR v realnem času bo 
omogočila realnejšo oceno adhezije celic ter posledično oceno tveganja za preživetje bakterij 
in prenos okužbe. 
 
Metoda kvantifikacije na osnovi PCR v realnem času bo hitra, specifična in natančna metoda 
vrednotenja protiadhezijskega delovanja rastlinskih izvlečkov na bakterije Campylobacter.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZNAČILNOSTI Campylobacter spp. 
Rod Campylobacter spp. spada v družino Campylobacteraceae in zajema 26 znanih vrst in 
8 podvrst (Ming Man, 2011). Med njimi najdemo dva najpogostejša povzročitelja humanega 
gastroenteritisa, to sta vrsti C. jejuni in C. coli. Skupaj z ostalimi termofilnimi vrstami (C. 
lardis in C. upsaliensis) kolonizirajo črevesni trakt živali, predvsem perutnino in so 
največkrat povezani z okužbami ljudi (Snelling in sod., 2005). Kampilobakterioza 
epidemiološko spada med zoonoze, saj se Campylobacter na človeka prenaša preko živali z 
direktnim prenosom ali posredno preko živil. Surovo mleko ter nezadostno toplotno 
obdelano goveje, prašičje, predvsem pa perutninsko meso so živila, ki so najpogosteje 
povezana z okužbami (Ray in Bhunia, 2008; Wang in sod., 2001). Čeprav kampilobaktri 
slabo rastejo v okolju zunaj gostitelja, lahko v kontaminiranih živilih preživi dovolj celic, da 
te povzročijo okužbo, saj je infektivnih že zelo majhno število celic (500-1000) (Adamič in 
sod., 2003; Smole Možina in sod., 2011). 
2.1.1 Fiziološke in rastne lastnosti 
Bakterije Campylobacter so majhne, širine od 0,2 do 0,8 μm in dolžine od 0,5 do 5 μm, 
spiralno zavite in gibljive bakterijske celice s polarno flageliranostjo na eni ali obeh straneh 
celice (slika 1) (Adamič in sod., 2003). Imajo majhen genom od 1,6 do 2 Mbp in visoko 
genetsko heterogenost med sevi. Skupne značilnosti bakterij Campylobacter: po Gramu 
negativne, nesporogene, katalaza in oksidaza pozitivne. Majhen genom je verjetno povezan 
s tem, da ne fermentirajo ali oksidirajo ogljikovih hidratov, saj nimajo 6-fosfofruktokinaze 
in posledično niso zmožni fosforilacije glukoze. Za pridobivanje energije uporabljajo cikel 
citronske kisline in s tem povezan metabolizem aminokislin (Silva in sod., 2011; Ray in 
Bhunia, 2008; Adamič in sod., 2003; Hofreuter, 2014).  
 
 
Slika 1: Bakterijska celica Campylobacter jejuni pod transmisijskim elektronskim mikroskopom (Klančnik, 
2006: 106). 
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Bakterije za rast zahtevajo mikroaerofilno okolje (5-10 % O2, 8 % CO2, 87 % N2) in so zato 
dokaj občutljive. Razpon temperature za rast je 32-45 °C, z optimumom pri 42 °C. Navadno 
rastejo počasi in niso dobri tekmeci z drugimi bakterijami. Ne razmnožujejo se pod 30 °C, 
kar pomeni, da v živilih običajno ne rastejo dobro. Hrana je le medij za prenos, zlahka pa se 
razmnožujejo v pogojih prebavnega trakta. Občutljivi so na veliko okoljskih parametrov, 
vključno s kisikom iz zraka, NaCl (nad 2,5 %), nizek pH (pod 5,0), nizke in visoke 
temperature (pod 30 in nad 45 °C) ter sušenje. Čeprav so termofilne bakterije, v normalnih 
razmerah nobeden od sevov ne preživi 15 minut pri temperaturi 60 °C. Bakterije so 
deaktivirane s toplotno obdelavo, kot sta kuhanje in pasterizacija. Kljub temu, da bakterije 
niso sposobne razmnoževanja pri pogojih hlajenja, so še vedno metabolno in respiratorno 
aktivne pri nizkih temperaturah pod 4 °C. V vlažnih pogojih C. jejuni lahko preživi in ohrani 
gibljivost tudi po več-mesečnem zamrzovanju, zato to predstavlja problem v živilski verigi 
(Park, 2002; Adamič in sod., 2003; Shaw, 2013; Ray in Bhunia, 2008). 
2.1.2 Stresni odzivi in preživetje 
C. jejuni je znan kot občutljiv organizem, vendar lahko svoj metabolizem prilagodi za 
preživetje v neugodnih okoliščinah, kot je prisotnost kisika ter pomanjkanje hranil. Glavni 
stresni odzivi bakterij vrste C. jejuni, ki pripomorejo k preživetju zunaj gostitelja so: 
izločanje zunajceličnih komponent, pretvorba celic v stanje živih, vendar ne-kultivabilnih 
celic (angl. VBNC, viable but nonculturable), tvorba biofilma in interakcije z drugimi 
mikroorganizmi (Bronowski in sod., 2014; Murphy in sod., 2006; Fields in Thompson, 
2008). Pojavlja se veliko vprašanj, kako vsi ti mehanizmi vplivajo na preživetje bakterije 
zunaj gostitelja med procesiranjem, transportom in shranjevanjem živil.  
Organizem nima ključnega centralnega mehanizma stresnega odziva, saj se regulatorni geni 
C. jejuni bistveno razlikujejo od drugih enterobakterij. Analiza genoma C. jejuni NCTC 
11168 je pokazala odsotnost gena rpoS, zato celični odgovor C. jejuni ni reguliran s 
centralnim regulatornim mehanizmom, temveč je povezan z izločanjem zunajceličnih 
encimov, kateri so specifični glede na fazo rasti in so kodirani z različnimi geni (Bronowski 
in sod., 2014; Park, 2002; Murphy in sod., 2006). Izpostavljenost neugodnim razmeram 
lahko sproži transformacijo bakterije C. jejuni v VBNC kot odgovor na stradanje, nizke 
temperature ali nizek pH (Silva in sod., 2011; Magajna in Schraft, 2015). Pri tem prihaja do 
morfoloških sprememb celic: zmanjšanje velikosti in prehod iz spiralne v kokoidno 
(okroglo) obliko (Park, 2002). Takšne bakterijske celice so zmožne ponovne transformacije 
v kultivabilno stanje v primeru ponovne vzpostavitve ugodnih razmer. Nekatere študije so 
dokazale, da je v obliki VBNC aktivno gensko izražanje. Na primer gen cadF, ki kodira 
beljakovino za vezavo celice na fibronektin in sodeluje pri adheziji, se je izražal v celicah 
tudi do 3 tedne odkar so vstopile v VBNC stanje. Torej lahko C. jejuni v stanju VBNC izraža 
virulentne dejavnike in je infektiven, vendar ga ni mogoče zaznati s kultivacijskimi 
tehnikami (Bronowski in sod., 2014; Murphy in sod., 2006).  
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Tvorba biofilma je druga strategija preživetja bakterij v ekstremnih razmerah. 
Campylobacter jejuni lahko tvori biofilm v vodnih sistemih ter na različnih abiotskih 
površinah. Dokazali so, da lahko nizke koncentracije hranil in aerobno okolje poveča tvorbo 
biofilma in da lahko C. jejuni preživi bolje znotraj večvrstnih biofilmov. Za tvorbo biofilma 
so potrebne določene membranske beljakovine, biček in medcelično sporazumevanje (angl. 
quorum sensing) (Bronowski in sod., 2014). Quorum sensing je proces medcelične 
signalizacije (sinteza, sekrecija, in detekcija signalnih molekul) in eden od pomembnih 
mehanizmov, ki pripomore pri preživetju bakterij C. jejuni (Murphy in sod., 2003). 
2.2 BAKTERIJSKA ADHEZIJA IN BIOFILMI 
2.2.1 Definicija, proces adhezije in tvorbe biofilmov  
Biofilm je zelo dobro organizirana skupnost mikroorganizmov, ki so pritrjeni na podlago in 
zakoreninjeni v sluzast sloj zunajceličnih polimernih substanc (EPS) (Wu in Xi, 2009; 
Sandasi in sod., 2008). Med njimi so razpršeni vodni kanali, ki omogočajo prehod hranil, 
metabolitov in odpadnih produktov (Shi in Zhu, 2009). Arhitekturno so biofilmi neenotne 
strukture različnih debelin, celične razpršenosti in polimerne viskoznosti (Winkelströter in 
sod., 2014). Odvisno od vrste bakterije, mikrokolonijo sestavlja 10-25 % celic in 75-90 % 
EPS (Garrett in sod., 2008). EPS so kompleksna mešanica, sestavljena iz 
visokomolekularnih polimerov (> 10,000 DA): polisaharidi, beljakovine, fosfolipidi, 
nukleinske kisline, ki so produkt bakterijske celice, celične lize in hidrolize ter organskega 
materiala, adsorbiranega na površino (Wu in Xi, 2009). Vpleteni so v vzpostavitev stabilnih 
povezav med mikroorganizmi v biofilmu. Ena glavnih component EPS je zunajcelična DNA. 
Ta igra zelo pomembno vlogo pri tvorbi biofilma in je vpletena v proces preskrbe s substrati 
za povezovanje celic, ohranjevanju tridimenzionalne strukture biofilma in izmenjave 
genetskega materiala med celicam (Cogan in Keener, 2004).  
Tvorba biofilma je kompleksen in dinamičen proces, v katerega so vključeni različni 
genetski in fiziološki mehanizmi: od začetnega pritrjevanja celic na površino, podukcije EPS 
in medvrstne mikrobne interakcije (Kumar in Anand, 1998; Winkelströter, 2014, Simões in 
sod., 2010). Proces tvorbe biofilma je sestavljen iz naslednjih stopenj (slika 2): 
• transport planktonskih celic iz tekočine do kontaktne površine in adsorpcija celic 
na površino (1);  
• produkcija EPS in zunajceličnih signalnih molekul (2);  
• ireverzibilna adsorpcija celic in tvorba mikrokolonije (3); 
• zorenje biofilma z medcelično komunikacijo (4);  
• odcepitev delov biofilma in ponovna kolonizacija biofilmskih celic (5) (Meireles 
in sod., 2015; Shi in Zhu, 2009). 
Prve tri stopnje opisujejo začetek tvorbe biofilma - mikrobno adhezijo, katera je lahko 
povratna ali nepovratna. Pri povratni adheziji se planktonske celice pritrdijo na kontaktno 
površino, potem pa se odcepijo ali pomikajo po površini kot posledica vpliva hidrofobnih 
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interakcij ali različnih sil: gravitacijske, van der Waalsove in elektrostatične. Nepovratna 
adhezija pomeni kemijsko reakcijo med bakterijskimi celicami in kontaktno površino kot 
rezultat lepljenja mikrobnih površinskih polimernih struktur (Meireles in sod., 2015; Shi in 
Zhu, 2009). 
 
Slika 2: Model tvorbe biofilma (Cogan in Keener, 2004). 
2.2.2 Dejavniki, ki vplivajo na adhezijo in tvorbo biofilmov 
Tvorba biofilma ni odvisna samo od genetskih osnov in regulacije. Na mikrobno adhezijo 
vpliva več dejavnikov, katere lahko združimo v 3 kategorije: okoljski dejavniki, kontaktna 
površina in mikroorganizem.  
2.2.2.1 Vpliv okoljskih dejavnikov 
Pomembno vlogo v procesu adhezije ima medij s prisotnostjo hranil, protimikrobnih snovi, 
vrednostjo pH, temperaturo, hitrostjo toka, kontaktnim časom, koncentracijo 
mikroorganizmov, površinsko napetostjo in ionsko močjo. Prisotnost organskih molekul 
(npr. beljakovine iz živil) močno povečajo adhezijo in tvorbo biofilma. V študijah 
ugotavljajo, da se tvorba biofilma C. jejuni razlikuje ne le pri gojenju bakterije v različnih 
medijih, temveč tudi glede na raztopljenost kisika v mediju (Teh in sod., 2017; Meireles in 
sod., 2015; Shi in Zhu, 2009).  
2.2.2.2 Vpliv kontaktne površine  
Površina vpliva na začetno pritrjevanje celic s svojimi fizikalno-kemijskimi in morfološkimi 
lastnostmi. Adhezija bakterij je v glavnem odvisna od napetosti, naboja površine in njene 
hidrofobnosti. Na mikroorganizme delujejo privlačne van der Waalsove ali elektrostatske 
sile. Nekatere študije poročajo o pojavu hidrofobnih interakcij med celično membrano in 
površino. Poleg tega afiniteto mikroorganizmov na površino določajo kemijska struktura, 
poroznost in hrapavost površine. V živilski industriji so gradniki opreme in njihovih 
kontaktnih površin različni materiali, ki lahko postanejo sčasoma hrapavi in razpokani. To 
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predstavlja zaščito bakterij pred čistilnimi sredstvi ter mehanskimi silami. Dokazano je, da 
se mikroorganizmi raje pritrjajo na bolj hrapave površine (teflon, PVC in drugi plastični 
materiali). Problem povečuje kompleksnost procesne opreme, težka dostopnost pri čiščenju 
in posledično potencialna prisotnost ostankov organskega matriksa (Meireles in sod., 2015; 
Shi in Zhu, 2009; Abban in sod., 2012; Giaouris in sod., 2014). Bakterije Campylobacter se 
lahko pritrjajo na površine živil v mesno-pridelovalni industriji in tvorijo biofilme, znotraj 
katerih lahko preživijo pogoje predelave in skladiščenja mesa (Joshua in sod., 2006; Reuter 
in sod., 2010). 
2.2.2.3 Vpliv mikroorganizma  
Fizikalno-kemijske lastnosti površine bakterijske celice imajo ključen vpliv na adhezijo. 
Bakterije lahko uporabijo različne mehanizme: komponente celične membrane, zunajcelične 
izrastke ter zunajcelične polimere (EPS). Membrane večine bakterijskih celic so negativno 
nabite in hidrofobne zaradi kemijske sestave lipopolisaharidnega sloja in površinskih 
struktur kot so bički, fimbrije in pili. Prav hidrofobna membrana in 2 polarna bička pri C. 
jejuni sta povezana s kapaciteto pritrjevanja na površine (Salaheen in sod., 2014). Vloga 
bičkov je transport celice do primernega mesta na površini, medtem ko fimbriji s svojo 
hidrofobnostjo pripomorejo k zmanjšanju elektrostatskega odbijanja celice od površine. 
Poleg tega so v proces vključene različne membranske beljakovine, ki so specifične glede 
na vrsto bakterije. Na splošno je pritrjanje celic na površino odvisno od fiziološkega stanja 
bakterije, katero vpliva na hidrofobnost membrane. Dykes in sod. (2003) navajajo, da stresne 
okoliščine povečajo hidrofobnost bakterijske celice C. jejuni (Meireles in sod., 2015; Shi in 
Zhu, 2009; Winkelströter in sod., 2014; Abban in sod., 2012; Giaouris in sod., 2014; Dykes 
in sod., 2003). 
2.2.3 Adhezija in tvorba biofilma pri Campylobacter jejuni 
Zmožnost bakterij C. jejuni za pritrjevanje na različne površine ni izjema (Teh in sod., 2014; 
Hanning in sod., 2008; Joshua in sod., 2006). Biofilm igra pri C. jejuni ključno vlogo za 
preživetje te bakterije v okolju izven črevesja, saj je izjemno občutljiv na različne okoljske 
dejavnike, ki določajo njegovo rast in preživetje. Zmožen je preživetja v biofilmih skupaj z 
drugimi bakterijskimi vrstami pri pogojih, ki drugače ne omogočajo njegove rasti. Vendar 
so raziskovalci mnenja, da to ne pojasnjuje v celoti razširjenosti kampilobaktrov in njihovega 
preživetja v okolju (Teh in sod., 2014; Hanning in sod., 2008).  
2.2.3.1 Sposobnost pritrjevanja na kontaktne površine 
Gibljivost je pomemben virulentni dejavnik C. jejuni, poleg tega prispeva tudi k olajšanemu 
pritrjevanju bakterije na površino. Omogočata jo dva polarna bička, ki ju sestavljajo O-
glikozilirani flagelini. Organizem vsebuje dva gena za beljakovine, ki gradijo biček: flaA in 
flaB enake velikost (1,7 kbp). Njuno gensko izražanje je kontrolirano z dvema 
promotorjema. Poleg bička služijo kot pripomočki za adhezijo tudi adhezijske PEB1 
beljakovine na zunanji membrani. Posamezni sevi se med sabo razlikujejo po sposobnosti 
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pritrjevanja na površino, kot posledica razlik v sestavi zunajceličnih ovojev ter izražanju 
površinskih beljakovin (Reuter in sod., 2010; Reeser in sod., 2007). 
Pomen bička pri pritrjevanju C. jejuni na površino je uspelo demonstrirati raziskovalcem 
Joshua in sod. (2006) z mutanti, ki ne vsebujejo bička in se ne pritrdijo. Reeser in sod. (2007) 
in Reuter in sod. (2010) so odkrili, da FlaAB mutanti slabše tvorijo biofilm. Odsotnost genov 
flaA, flaB ali cadF se kaže v zmanjšani adheziji (Silva in sod., 2011; Snelling in sod., 2005), 
vendar Reuter in sod. (2010) menijo, da biček sicer olajša pritrjanje celic, vendar ni 
esencialnen pri procesu tvorbe biofilma. Gibljivost je verjetno povezana le s premikanjem 
do mesta, primernega za kolonizacijo.  
Polisaharidna kapsula in lipooligosaharidni sloj (LOS) sta zunanja sloja površinskih struktur 
C. jejuni bakterijske celice in imata prav tako pomembno vlogo pri adheziji (Young in sod., 
2007). LOS, polisaharidna kapsula in O-glikoproteini bička so zelo variabilni med sevi C. 
jejuni, kar je povezano tudi z različno stopnjo patogeneze sevov. Poleg tega te površinske 
strukture sodelujejo pri adheziji celic na kontaktne površine in pri zaščiti celic. Naito in sod. 
(2010) so dokazali, da ima LOS ključno vlogo pri tvorbi biofilma. C. jejuni se lahko pritrja 
na hidrofobne ali hidrofilne površine, še posebej dobro tvori biofilme na hidrofobnih 
površinah (npr. plastika). Bakterijske celice so negativno nabite in hidrofobni izrastki 
membrane (biček in zunajcelični polisaharidi) zmanjšajo odbijajoče sile med površino in 
celico (Reeser in sod., 2007). 
Pri procesu tvorbe biofilma, vključno z adhezijo celic, gre za drugačno gensko izražanje 
kakor pri planktonskih celicah (Shi in Zhu, 2009). Dykes in sod. (2003) so preiskovali 
izražanje beljakovin celic C. jejuni, adheriranih na stekleno površino. Izražanje flagelina 
(FlaA) je bilo zmanjšano v biofilmskih celicah, ker je flagelin sintetiziran samo na začetni 
stopnji – pri pritrjevanju na površino in inhibiran med nadaljnjimi stopnjami zorenja 
biofilma.  
2.2.3.2 Tvorba biofilma  
C. jejuni lahko tvori enovrstno mikrobno združbo ali pa kolonizira že vzpostavljene biofilme 
drugih filmotvornih bakterij: Pseudomonas spp., Flavobacterium spp., Corynebacterium 
spp., Staphylococcus spp. in Enterococcus spp. (Ica in sod., 2012; Hoong Teh in sod., 2010; 
Trachoo in sod., 2002). Večvrstni biofilmi so znani kot bolj robustni kakor enovrstni, kar 
deluje zaščitno na celice C. jejuni. Inkubacija več kot 100 izolatov te bakterijske vrste z 
različnimi vrstami Pseudomonas spp. je znatno podaljšala preživetje C. jejuni pri 
atmosferskem kisiku za več kot 48 ur. Ni dvoma, da obstajajo interakcije med bakterijami 
Pseudomonas in C. jejuni v biofilmski skupnosti, katere vplivajo na metabolni, strukturni in 
morfološki fenotip (Ica in sod., 2012; Bronowski in sod., 2014; Hoong Teh in sod., 2010). 
Trachoo in sod. (2002) so prav tako dokazali boljše preživetje C. jejuni pri nižjih 
temperaturah, kar je dokaz, da je tvorba biofilma stresni odziv na neugodne razmere. Brown 
in sod. (2015) so proučevali vlogo zunajcelične DNA kot pomembne sestavine 
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zunajceličnega matriksa. Ugotovili so, da ima pomembno vlogo v biofilmu C. jejuni in 
razvili hitro metodo za odpravljanje C. jejuni biofilma z encimsko razgradnjo zunajcelične 
DNA. 
2.2.4 Problem bakterijske adhezije in biofilmov v živilski industriji 
Pritrjevanje bakterij na površine, ki prihajajo v stik z živili, vodi do resnih higienskih 
problemov in ekonomskih izgub živilske industrije zaradi tvorbe bakterijskega biofilma in 
posledičnega kvara živil. Pritrjajo se lahko na skoraj vse tipe najbolj pogostih materialov v 
živilski proizvodnji: plastične, kovinske, steklene, lesene površine, ki prihajajo neposredno 
v stik z živil, ter drugimi, kot so površine tal, sten in opreme. Pritrjajo se tudi neposredno na 
biotske površine, na surovine in živila (Giaouris in sod., 2014). Prisotnost akumuliranih 
mikroorganizmov v obliki biofilmov lahko znatno skrajša rok trajanja živil ali predstavlja 
tveganje za zdravje, kadar so prisotni patogeni organizmi (Kumar in Anand, 1998; 
Winkelströter in sod, 2014).  
Duguid in sod. (1966) so prvi poročali o adheziji bakterij Salmonella na živilski površini. 
Kasneje so ugotovili, da številne patogene bakterije tvorijo stabilne biofilme v živilski 
industriji: Salmonella (Wang in sod., 2013), L. monocytogenes (Piercey in sod., 2016), 
Yersinia enterocolitica (Kumar in Singh, 1994), Campylobacter jejuni (Teh in sod., 2014; 
Joshua in sod., 2006), Escherichia coli, Staphylococcus aureus (Bazargani in Rohloff, 2016), 
Bacillus spp., (Frank, 2001), Pseudomonas spp. (Miladi in sod., 2016) in drugi (Giaouris in 
sod., 2014). Prisotnost teh v okolju, kjer procesiramo živila, je potencialen vir kontaminacije 
in kvara živil ter nenazadnje predstavlja grožnjo za zdravje ljudi.  
Ni dvoma, da biofilmi patogenih bakterij predstavljajo povečano tveganje za okužbe, saj 
delujejo kot nekakšen rezervoar za kontaminacijo. Zelo težko jih je preprečiti in/ali 
popolnoma odstraniti iz živilsko-predelovalnih obratov zaradi povečane odpornosti 
bakterijskih celic v biofilmski skupnosti. Poleg tega pojav biofilmov ovira prenos toplote, 
kar lahko zmanjša učinkovitost toplotnih postopkov obdelave ali pa pospešijo korozijo 
kovinskih površin (Shi in Zhu 2009; Winkelströter in sod., 2014). Razumevanje 
mehanizmov, ki so odgovorni za tvorbo biofilma in obnašanje takšne bakterijske tvorbe, je 
nujno za razvoj novih strategij za kontrolo pojava biofilmov v živilski industriji (Simões in 
sod., 2010). Na drugi strani so lahko biofilmi koristni za biotehnološke aplikacije pri 
proizvodnji fermentiranih živil ter tretiranju odpadnih voda (Winkelströter in sod., 2014). 
2.3 METODE ZA SPREMLJANJE BAKTERIJSKE ADHEZIJE 
Obstaja mnogo eksperimentalnih metod za proučevanje adhezije. Laboratorijski sistemi 
vključujejo mikrotitrske plošče, pretočne komore in/ali bioreaktorje. Konvencionalne 
direktne metode temeljijo na kultivacijskih in mikroskopskih tehnikah za štetje pritrjenih 
celic, medtem ko posredne metode temeljijo na spektrofotometriji. Različne mikroskopske 
tehnike se uporabljajo za spremljanje mikrobne adhezije: svetlobna, epifluorescentna (EPI), 
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elektronska (SEM), elektronsko-transmisijska (TEM), vrstična konfokalna laserska 
(CLSM), optična koherenčna mikroskopija (OCT) in mikroskopija z atomsko silo (AFM). 
Posebej zanimiva je konfokalna laserska mikroskopija, s katero je mogoče opazovati 
strukturo in distribucijo celic in situ. Adhezijo celic lahko določamo tudi z uporabo drugih 
indirektnih metod ter inštrumentov: pretočne citometrije, kristale kremenove mikrotehtnice 
(QCM), mehatronskega površinskega senzorja (MSS), površinske plazmonske resonance 
(SPR), itd. (Meireles sod., 2015; Hassan in sod., 2011; Olszewska, 2013; Winkelströter in 
sod., 2014; Vesterlund in sod; 2005). Novi molekularni pristopi, ki temeljijo na PCR-
metodah za detekcijo in kvantifikacijo adheriranih celic, so v zadnjem času pritegnili veliko 
pozornosti pri študijah biofilmov (Klančnik in sod., 2015; Winkelströter in sod., 2014). 
Uporaba genomike in proteomike za pregled in identifikacija genov, ki so povezani z 
mikrobno adhezijo, pripomore k razumevanju molekularnih povezav pri tvorbi biofilma 
(Winkelströter in sod., 2014). 
V magistrskem delu smo za ugotavljanje adhezije bakterijskih celic C. jejuni na površino 
spremljali naslednje parametre: kultivabilnost adheriranih celic s klasično gojitveno metodo 
štetja kolonij na trdnem gojišču (CFU/ml), živost adheriranih celic preko spremljanja 
aktivnosti z metodo merjenja ATP-bioluminiscence, biomaso adheriranih celic s 
sprektrofotometričnim merjenjem vezanega barvila KV, molekule DNA liziranih 
adheriranih celic z metodo kvantitativnega PCR. Tvorbo biofilma bakterij C. jejuni smo 
spremljali vizualno v mikrotitrskih ploščah. 
2.3.1 Klasične gojitvene metode 
Štetje kolonij na trdem gojišču je preprosta in hitra standardna metoda za določanje 
kultivabilnosti bakterijskih celic. Kljub enostavnosti izvedbe ima metoda določene 
pomanjkljivosti pri določanju adhezije in biofilmov. Predhodno je potrebno resuspendirati 
adherirane bakterije s površine v fiziološko raztopino. Mehanske metode takšnega vzočenja 
lahko celice poškodujejo ali pa je odcepitev celic s kontaktne površine nepopolna. Prav tako 
ni vedno mogoče določiti realnega števila adheriranih celic, saj lahko agregirane celice 
izgubijo zmožnost tvorbe kolonij na trdem gojišču (Meireles in sod., 2015).  
2.3.2 Spektrofotometrične metode 
To so visoko-zmogljive metode, pri katerih gre za gojenje in kvantifikacijo celic v 
mikrotitrskih ploščah. Temeljijo na merjenju fluorescence ali absorbance barvil, katera se 
vežejo na bakterijske celice. Peeters in sod. (2008) so potrdili široko aplikativnost in 
ponovljivost metode barvanja celic z različnimi barvili (KV, resazurin, itd.) za določanje 
biofilmskih celic. Kljub temu te metode ne veljajo za najbolj primerne pri določanju adhezije 
C. jejuni (Joshua in sod., 2006; An in Friedman, 1997), še posebej pri določanju bakterijskih 
vrst v večvrstnih oz. mešanih biofilmih (Vesterlund in sod., 2005). 
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2.3.2.1 Določanje adheriranih celic s kristal vijoličnim (KV) 
Spektrofotometrično določanje biofilma je splošno razširjena metoda barvanja celic v 
mikrotitrskih ploščah. Princip metode temelji na obarvanju celic s kationskim barvilom, ki 
se veže na negativno nabite površinske molekule in polisaharide celične membrane. Na 
podlagi zveze med številom obarvanih celic in spektrofotometrično izmerjeno absorbanco 
ugotovimo količino biomase (Meireles in sod., 2015). Količina vezanega barvila naj bi bila 
sorazmerna biomasi, vendar lahko na vezavo vpliva več dejavnikov, zaradi katerih ima lahko 
barvilo različno difuzijo in je neenakomerno razporejeno, ali pa se absorbira na abiotske 
materiale, ki so prisotni (Joshua in sod., 2006). Prednosti tega so direktno proučevanje 
mikrobne adhezije in tvorbe biofilma, pogoji inkubacije so zlahka kontrolirani, možno je 
vključiti veliko število vzorcev in testirati več različnih površin v enem eksperimentu 
(Meireles in sod., 2015). Metoda ne daje informacije o živosti celic. Izvedba metode 
določanja biofilma z barvanjem s kristal vijoličnim se nekoliko razlikuje v posameznih 
korakih (Reuter in sod., 2010; Teh in sod., 2014; Reeser in sod., 2007). 
2.3.2.2 Merjenje ATP-bioluminiscence 
Merjenje ATP-bioluminiscence je metoda ugotavljanja živosti, pri kateri je dokaz metabolne 
aktivnosti celic adenozin trifosfat (ATP) - univerzalni nosilec energije v metabolnih 
reakcijah v vseh živih celicah. Metoda merjenja ATP-bioluminiscence temelji na merjenju 
svetlobe, ki se kot stranski produkt sprosti med encimsko pretvorbo luciferina v 
oksiluciferin. Pri tem sodelujejo Mg2+, ATP in O2. ATP molekula olajša tvorbo kompleksa 
luciferaza-luciferin (encim-substrat), katerega oksidira molekula kisika, pri tem pa se sprosti 
svetlobni proton. ATP se tako pretvori v AMP, O2 pa v CO2 + PPi. Emisija svetlobe se meri 
z luminometrom pri 562 nm. Izmerjen delež svetlobe je pri standardiziranih pogojih reakcije 
sorazmeren količini ATP v vzorcu. Ker je količina ATP v metabolno aktivnih mikrobnih 
celicah relativno konstantna (v mrtvih celicah se ATP hitro razgradi), je delež izmerjene 
svetlobe lahko sorazmeren s številom živih celic v vzorcu. V praksi je v vzorcih izmerjena 
količina ATP v korelaciji z vsemi celicami, sposobnimi za življenje (mikrobne, rastlinske, 
animalne), zato lahko pride do nepravilnih rezultatov. 
Metoda merjenja ATP je zelo hitra metoda določanja živosti celic, katero smo prenesli na 
adherirane celice. Ima tudi nekatere pomanjkljivosti: relativno nizka občutljivost (104 - 106 
CFU/ml) ter dejstvo, da imajo mikrobne celice v biofilmski skupnosti manjše količine ATP, 
zato je bolj primerna za določanje živosti adheriranih celic (Jeršek, 2009; Ray in Bhunia, 
2008; Adams in sod., 2016).  
2.3.3 Metoda PCR v realnem času 
Metode, ki temeljijo na principu verižne reakcije s polimerazo (PCR), so uveljavljene kot 
rutinske metode za detekcijo bakterij direktno iz živil ali kliničnih vzorcev. PCR v realnem 
času je zmogljiva tehnika, kjer gre za in situ proces pomnoževanja DNA. Temelji na 
pomnoževanju DNA v prisotnosti sintetičnih začetnih oligonukleotidov in/ali sonde in 
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termostabilne DNA polimeraze. Metoda je zelo občutljiva, specifična, visoko učinkovita in 
nudi možnost kvantifikacije bakterijskih celic v vzorcih (qPCR). Zaradi izredne specifičnosti 
za določene vrste lahko določamo tarčne organizme v prisotnosti drugih organizmov (Wang 
in sod., 2001; Ray in Bhunia, 2008; Adams in sod., 2016). Številni avtorji navajajo uporabo 
PCR za detekcijo in kvantifikacijo Campylobacter spp. (Toplak in sod., 2012; Botteldoorn 
in sod., 2008), medtem ko ni raziskav o uporabi metode za določanje adhezije in biofilmskih 
celic pri tem organizmu. 
2.3.3.1 Potek in princip PCR v realnem času 
Sistem PCR v realnem času loči dva principa določanja pomnožkov: specifično in 
nespecifično. Razlika je v vezanju fluorogenih barvil v dvojno vijačnico DNA in 
fluorescenci vezanih barvil pri določeni valovni dolžini. Specifične metode določanja 
pomnožkov temeljijo na procesu FRET (fluorescentni resonančni prenos energije) in jih 
lahko uporabljamo za kvantifikacijo. Pri teh metodah je oligonukleotidna sonda na 5`-koncu 
označena z reporterskim fluorogenom, na 3`-koncu pa z zaviralnem fluorogenom. Dokler 
sta barvili vezani na sondo, zaviralni fluorogen zavira oddajanje fluorescence reporterskega 
fluorogena. Rezultati podvojevanja specifičnega dela DNA ter aktivnosti DNA polimeraze 
je poleg pomnožka, tudi ločitev reporterskega in zaviralnega fluorogena, kar vodi v 
povečanje intenzitete fluorescence. Specifičnost te metode je zelo visoka, saj se uporablja 
poleg specifičnih oligonukleotidnih začetnikov tudi specifično sondo. Z njo lahko 
pomnožujemo zelo majhne količine DNA (Jeršek, 2009; Toplak in sod., 2012). 
PCR reakcija se izvaja v cikličnem termostatu, kjer se temperatura zvezno spreminja v 
ponavljajočih se ciklih. Vsak cikel je sestavljen iz dveh stopenj: 
• Denaturacija DNA - ločitev dvojih verig matične DNA pri temperaturi nad 95 °C. 
• Prileganje začetnih oligonukleotidov in oligonukleotidne sonde ter podaljševanje 
DNA pri temperaturi 50-60 °C z DNA polimerazo Taq (Jeršek, 2009). 
2.3.3.2 Vrednotenje rezultatov 
Rezultat oziroma pomnožek pri PCR v realnem času je fluorescentni signal, ki ga naprava 
zaznava med samo reakcijo z vgrajenim laserskim detektorjem. Izmerjeno intenziteto 
fluorescentnega signala izrazimo kot vrednost Ct. Predstavlja število ciklov (Ct), potrebnih, 
da pride do linearne faze podvojevanja DNA in se intenziteta fluorescentnega signala poveča 
nad 10x standardni odklon fluorescence osnovne črte (fluorescenčnim signalom ozadja). 
Rezultat so kopije enega samega iskanega gena izbrane bakterije (Ray in Bhunia, 2008; 
Jeršek, 2009). 
V vsakem ciklu se število tarčnih kopij podvoji. S 30-40 cikli se koncentracija pomnoženega 
dela DNA eksponentno pomnoži tudi do 1010 kopij. Čim več je v vzorcu tarčne DNA, tem 
hitreje bo naraščala intenziteta fluorescence in manjša bo vrednost Ct (manj ciklov 
potrebnih, da dosežemo osnovno črto z intenziteto signala). Natančnost vrednosti Ct je 
odvisna od fluorogena in njegove koncentracije, začetne količine DNA, občutljivosti sistema 
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in sposobnosti meritev, da razloči med specifičnim fluorescentnim signalom (6-FAM) in 
signalom ozadja (ROX) (Jeršek, 2009). 
Z elektroforezo vizualno identificiramo pomnožke in preverimo specifičnost pomnoževanja 
metode PCR. Gelska elektroforeza je najpogostejša metoda, pri kateri v agaroznem gelu 
primerjamo velikost kopij DNA z molekularnim označevalcem, ki ima znano velikost 
fragmenta. Obstajajo novejše, bolj učinkovite metode identifikacije DNA fragmentov, na 
primer: mikrofluidna kapilarna elektroforeza. Pri kapilarni elektroforezi fragmente DNA 
ločujemo v tanki kapilari na osnovi velikosti in naboja. Fragmenti so označeni s 
fluorescenčnimi barvili in se med seboj ločijo zaradi različne afinitete do negativnega 
potenciala električnega polja notranjosti kapilare. Na koncu kapilare označene fragmente 
zaznamo z laserskim detektorjem. Podatke interpretiramo z analitsko programsko opremo 
(Perkin Elmer, 2014). 
2.3.3.3 Digitalni PCR (dPCR) 
Digitalni PCR je izboljšava PCR v realnem času in se uporablja za absolutno kvantifikacijo 
- zelo natančno določanje števila DNA v vzorcu brez kontrol, standardov ali referenčnih 
vzorcev. Kalibracija metode ni potrebna. Deluje na enakem principu in z enakimi 
komponentami kakor PCR v realnem času. Razlika je v tem, da je vzorec pri dPCR 
razporejen v veliko število individualnih razdelkov. V vsakem od teh razdelkov poteka 
samostojna PCR reakcija vzporedno z reakcijami v drugih razdelkih. Cilj takšne 
razporeditve vzorca je, da se vsaka tarčna molekula DNA iz vzorca razporedi v svoj razdelek. 
Ker je razporeditev naključna, nekateri od oddelkov ostanejo prazni. Po koncu PCR ciklov 
oddelki, kjer je bila prisotna tarčna DNA oddajajo flourescenco, prazni pa ne. Število 
pozitivnih razdelkov je direktno povezano s koncentracijo DNA v vzorcu. Na podlagi 
razmerja med polnimi in praznimi razdelki izračunamo absolutno število tarčnih molekul 
DNA v vzorcu. Kvantifikacija temelji na statistični analizi Poissonovega algoritma (Huggett 
in sod., 2013; Klančnik in sod., 2015). Digitalni PCR ima pomembno prednost pred PCR v 
realnem času, saj reakcija ni občutljiva na možne prisotne inhibitorje. 
2.4 RASTLINSKI IZVLEČKI Z BIOAKTIVNIM DELOVANJEM 
Različni pristopi so na voljo za preprečitev in inhibicijo tvorbe biofilma v živilski industriji, 
vendar se nove strategije kontrole vedno bolj osredotočajo na naravne protimikrobne 
komponente, ki izvirajo iz rastlin (Winkelströter in sod., 2014; Bouaziz in sod., 2009; Miceli 
in sod., 2009; Simões in sod., 2010). Rastlinske snovi so varne za potrošnika in neškodljive 
za okolje v primerjavi s kemijskimi dezinfekcijskimi sredstvi (Meireles in sod., 2016).  
Protimikrobna in protifilmotvorna aktivnost je odvisna od koncentracije, strukture in 
funkcionalnih skupin komponent (Tiwari in sod., 2009). Mehanizmi protimikrobnega 
delovanja vključujejo različne aktivnosti, ki motijo rast mikroorganizmov, za podobno 
delovanje gre lahko tudi pri zaviranju adhezije bakterijskih celic. Fitokemikalije in druge 
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komponente lahko spremenijo lastnosti bakterijske celice (naboj celične površine, 
hidrofobnost, gibljivost) in s tem inhibirajo začetne stopnje adhezije celic ali vplivajo na 
medcelično komunikacijo in s tem motijo tvorbo biofilma. Veliko rastlinskih sekundarnih 
metabolitov je zmožnih posnemati AI-2 signalne molekule in tako zmotiti celično 
komunikacijo bakterij ter s tem povezano tvorbo biofilma. Na medcelično komunikacijo 
vplivajo z različnimi mehanizmi: inhibicija biosinteze signalnih molekul, encimski razpad 
signalnih molekul, inhibicija receptorjev za signalne molekule (Monte in sod., 2014; Simões 
in sod., 2009; Negi, 2012).  
Najbolj pomembne in raziskane bioaktivne fitokemikalije različnih rastlinskih pripravkov, 
vključno s komponentami eteričnih olj, so: enostavne fenolne komponente, flavonoidi, 
kinoni, tanini, kumarini, terpeni, terpenoidi, alkaloidi, aldehidi in ketoni (Hintz in sod., 2015; 
Hyldgaard in sod., 2012; Tiwari in sod., 2009; Negi, 2012). 
2.4.1 Bioaktivno delovanje fenolnih komponent 
Fenoli so strukturno zelo raznolike organske spojine sestavljene iz aromatičnega obroča in 
hidroksilne skupine (-OH). Povezujejo se v polifenolne molekule. Podskupina polifenolov 
so flavonoidi in flavonoidni glikozidi, kateri so najpomembnejši sekundarni rastlinski 
metaboliti s protimikrobnimi učinki in so prisotni v vseh rastlinah (Santos-Buelga in sod., 
2012). Flavonoidi imajo lahko direktno protibakterijsko aktivnost, sinergistično aktivnost z 
antibiotiki ali zmožnost zaviranja bakterijskih virulentnih faktorjev (Hong Hwang in sod., 
2013). Točni mehanizmi potimikrobne in protifilmotvorne aktivnosti fenolnih komponent 
niso jasni. Nekatere študije dokazujejo, da sta pozicija in število hidroksilnih skupin na 
fenolnem obroču povezana s stopnjo toksičnosti molekule. Končni učinek je pogojen s 
skupno vsebnostjo fenolnih komponent v izvlečku (Miceli in sod., 2009). Pri nizkih 
koncentracijah fenoli vplivajo na aktivnosti encimov, kateri so vključeni v produkcijo 
energije, medtem ko v visokih koncentracijah povzročijo denaturacijo površinskih 
beljakovin in deformacijo membrane (Tiwari in sod., 2009; Hintz in sod., 2015). 
Nekoliko bolje je raziskan vpliv eteričnih olj na bakterijsko adhezijo in biofilm, medtem ko 
ne obstaja veliko informacij o vplivu fenolnih izvlečkov. Demonstrirali so zmanjšanje 
bakterij Campylobacter v modelu živila (mleto meso) s fenolnim ekstraktom semen Alpinia 
katsumadai in z epigalokatehingalatom ter njihovimi kombinacijami (Klančnik in sod., 
2014).  
2.4.2 Bioaktivno delovanje terpenov in terpenoidov 
Sestavine eteričnega olja rastlin so zelo raznolike komponente z nizkimi molekulskimi 
masami. Glavne aktivne komponente so terpeni, terpenoidi in fenilpropeni. Ti imajo sicer 
različne tarčne mehanizme, vendar je skupna antimikrobna aktivnost odvisna od števila 
substituentov na aromatičnem obroču in vrste mikroorganizma (Hyldgaard in sod., 2012). 
Zaradi hidrofobnega značaja eteričnih olj lahko ti reagirajo z lipidi bakterijskih celičnih 
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membran, povečajo membransko permeabilnost in spremenijo originalno strukturo celice 
(Hintz in sod., 2015). Primeri najbolj potencialno bioaktivnih komponent so p-cimen, 
limonen, terpinen, sabinen, pinen, timol, karvakrol, linalol, citral in evgenol (Hyldgaard in 
sod., 2012).  
Terpeni so hlapljive komponente, ki imajo kot osnovo izoprensko strukturo (C5H8) in so 
najpogosteje v obliki monoterpenov (C10H16) in seskviterpenov (C15H24). So sicer najbolj 
zastopane molekule v eteričnih oljih, vendar ne predstavljajo zelo učinkovitih 
protimikrobnih sredstev, še posebno, če so aplicirani kot čiste komponente. Terpenoidi so 
biokemijsko modificirani terpeni z oksidacijo ali zamenjavo metilnih skupin. Protimikrobna 
aktivnost večine terpenoidov je povezana s funkcionalnimi skupinami (-OH). Skupina 
monoterpenoidov ima najboljšo protimikrobno učinkovitost (Hyldgaard in sod., 2012; 
Tiwari in sod., 2009; Hintz in sod., 2015). 
Nekatere študije poročajo o potencialni protiadhezijski učinkovitosti eteričnih olj na biofilm 
Samonella spp. (Miladi in sod., 2016), Listeria monocytogenes (Sandasi in sod., 2008), 
Campylobacter (Duarte in sod., 2016), Escherichia coli in Staphylococcus aureus 
(Bazargani in Rohlof, 2016). Antimikroben učinek eteričnih olj je ponavadi pripisan 
interakciji vseh komponent skupaj, zato je težko pripisati inhibicijo rasti posamezni 
komponenti. Sandasi in sod. (2008) so ugotavljali učinek posameznih terpenskih molekul na 
biofilm bakterije Listeria monocytogenes. Izbrali so α-pinen, 1,8-cineol, (+)-limonen, linalol 
in geranil acetat, na podlagi njihove pogoste prisotnosti v rastlinah. Presenetljivo so vse 
komponente povečale rast biofilma in vitro v prvih 18 urah inkubacije, zmanjšala pa se je 
metabolna aktivnost celic. Odpornost biofilmskih celic je povezana s počasnejšo rastjo celic 
znotraj biofilma, saj so tako manj občutljive na mehanizme delovanja rastlinskih izvlečkov 
(Miladi in sod., 2016). Elektronska mikroskopija SEM je po dodatku komponent pokazala 
spremembe v strukturi biofilma. Tvorba kompaktne tridimenzionalne strukture je eden od 
mehanizmov rezistence biofilmskih celic, saj se s tem zmanjša kontaktna površina biofilma 
s komponentami eteričnega olja in posledično so manjše poškodbe notranjih celic (Sandasi 
in sod., 2008). 
2.5 NAVADNI BRIN IN PRIPRAVKI ZA TESTIRANJE PROTIADHEZIJSKE 
UČINKOVITOSTI 
2.5.1 Navadni brin (Juniperus communis) 
Navadni brin (Juniperus communis ssp. communis) je grmičasto zimzeleno drevo, ki spada 
v družino cipresovk (Cupressaceae) (Veitch in sod., 2013). Znanstveno je razvrščen v rod 
Juniperus, družino Cupressaceae, red Pinales, razred Pinopsida, deblo Pinophyta. Je ena 
geografsko najbolj razširjenih vrst olesenelih rastlin in raste v predelih Evrope, severo-
zahodne Azije in severne Amerike. Uspeva na območjih vse od obmorskih predelov do bolj 
zahtevnih predelov gorskega sveta. V nekaterih evropskih državah, na primer v Avstriji in 
Nemčiji, je v celoti ali delno zaščiten. Glavni deli rastline so: jagodičasti storži (jagode), 
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iglice in deblo (slika 3). Jagode navadnega brina niso prave jagode, ampak storž z 
nenavadnimi mesnatimi, združenimi luskami (Bais in sod., 2014). Uporabljajo se 
komercialno za pripravo eteričnega olja, alkoholnih pijač (gin, brinjevec) in začimb 
(Pepeljnjak in sod., 2005).  
 
Slika 3: Navadni brin Juniperus communis (levo in sredina) ter jagode navadnega brina  (desno) (Bais in 
sod., 2014). 
Rastlinski deli navadnega brina vsebujejo povprečno 0,5-2,5 % hlapnih oljnih komponent 
(od tega je vsaj 1 % monoterpenov), približno 30 % invertnega sladkorja, tanine in majhne 
količine flavonoidov, biflavonoidov ter organskih kislin: 
• hlapne oljne komponente (monoterpeni - α-pinen, mircen, sabinen; seskviterpeni - β-
kariofilen, humulen; terpenoidi - terpinen-4-ol), 
• flavonoidi (amentoflavon, kvercetin, izokvercitrin, apigenin, različni glikozidni 
flavonoidi),  
• tanini (proantocianidini, galokatehin, epigalokatehin),  
• organske kisline (askorbinska, glukuronska in diterpenske kisline),  
• druge komponente (smole, sladkorji in lignan) (Veitch in sod., 2013). 
Kvantitativna prisotnost oljnih komponent, flavonoidov in drugih fenolnih komponent v 
jagodah in drugih delih rastline je determinirana z genetskimi (vrsta) (Tavares in sod., 2012) 
in okoljskimi dejavniki (geografskim poreklom) (Miceli in sod., 2009).  
2.5.2 Rastlinski izvleček navadnega brina 
Za pripravo surovih izvlečkov rastlinskega materiala uporabljamo najbolj sprejeto 
konvencionalno ekstrakcijsko tehniko - ekstrakcijo z ultrazvočno kopeljo (Sarker in Nahar, 
2012; Bucar in sod., 2012). Tako pripravljeni surovi izvlečki rastlin pogosto vsebujejo 
fenolne in ne-fenolne komponente, kot so sladkorji, maščobe, terpeni, smole in pigmenti. 
Fenolni izvleček rastlinskega materiala je vedno mešanica različnih skupin fenolnih 
komponent, ki so topne v ekstrakcijskih topilih (Santos-Buelga in sod., 2012).  
Fitokemijska sestava navadnega brina je sicer zelo raziskana, vendar je vedno več študij 
usmerjenih na sestavo obetavnejšega eteričnega olja. Avtorji Innocenti in sod. (2007) in 
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Miceli in sod. (2009) prvi poročajo o prisotnost flavonoidov in biflavonoidov v metanolnem 
izvlečku jagod J. communis L. iz Italije in sicer apigenina, kupresoflavona, amentoflavona, 
biflavona, metilbiflavona, hinokiflavona. Prav tako so identificirali 8 glikoziliranih fenolnih 
komponent: gosipetin-heksozid-pentozid, gosipetin-heksozid, kvercetin-heksozid, 
kvercetin-3-O-pentozid, izoskutelarein-8-O-heksozid, hipolaetin-7-pentozid, apigenin-
heksozid in izoskutelarein-7-O-pentozid. Najbolj zastopani komponenti sta amentoflavon 
(slika 4) in izoskutelarein-8-O-heksozid (Miceli in sod., 2009; Innocenti in sod., 2007; Bais 
in sod., 2014).  
 
Slika 4: Kemijska struktura flavonoidne molekule amentoflavon (Bais in sod., 2014). 
Antioksidativna in protimikrobna aktivnost rastlinskega izvlečka navadnega brina je 
povezana s skupno vsebnostjo fenolnih komponent. Miceli in sod. (2009) so v študiji 
identificirali fenolno sestavo metanolnega izvlečka jagod J. communis in dokazali, da imajo 
ti polifenoli, tako v prosti kot v glikozilirani obliki, visoko antioksidativno aktivnost. Fenolni 
izvleček ima protimikrobno aktivnost proti po Gramu pozitivnim bakterijam 
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus hirae, Bacillus subtilis) 
(Miceli in sod., 2009; Taviano, 2013). Znani so tudi učinki posameznih fenolnih komponent. 
Amentoflavon je ena od kvantitativno najbolj zastopanih molekul v brinovih jagodah in 
njegove protimikrobne učinke primerjajo z nekaterimi antibiotiki, poleg tega kaže tudi 
sinergistične učinke z ampicilinom, cefotaksimom in kloramfenikolom (Hong Hwang in 
sod., 2013).  
2.5.3 Eterično olje (Juniperi aetheroleum) 
Na splošno je eterično olje hidrofobna tekočina, ki vsebuje hlapne aromatične snovi. Glavne 
prisotne komponente so sekundarni metaboliti, ki igrajo pomembno vlogo v obrambnih 
mehanizmih rastline (Hyldgaard in sod., 2012). Eterično olje pridobivamo iz brinovih jagod 
(Juniperi fructus) in iglic (Juniperi foliage) s hidrodestilacijo. Povprečna vsebnost 
eteričnega olja v brinovih jagodah variira med 0,5 in 2,5 % in iglicah med 0,2 in 1,0 % (Orav 
in sod., 2010; Sela in sod., 2013). Glavne komponente so ogljikovodiki monoterpeni (pinen, 
mircen, sabinen, limonen) (slika 5) in seskviterpeni (kariofilen, kadinen, elemen, germacren-
D, murolen, humulen). Nekaj je tudi alkoholnih terpenoidov (terpinen-4-ol, citronelol, α- in 
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γ-terpinen) (Pepeljnjak in sod, 2005; Stoilova in sod., 2014; Höferl in sod., 2014; Orav in 
sod., 2010).  
 
 
Slika 5: Strukturne formule najbolj zastopanih monoterpenov v eteričnem olju brina: limonen, α-pinen in 
mircen (od leve proti desni) (Bais in sod., 2014). 
Znan je širok spekter farmakoloških aktivnosti eteričnega olja jagod navadnega brina, 
večinoma po zaslugi monoterpenov, kateri predstavljajo kar 60 % delež v olju. Številne in 
vitro in in vivo študije na kvasovkah Saccharomyces cerevisiae dokazujejo mehanizme 
antioksidativne aktivnosti (Stoilova in sod., 2014; Höferl in sod., 2014). Eterično olje 
brinovih jagod je pokazalo baktericidne učinke proti po Gramu pozitivnim in po Gramu 
negativnim bakterijskim vrstam (vrednosti MIC 8-70 %, v/v). Pepeljnjak in sod. (2005) so 
testirali devet pomembnih povzročiteljev humanih infekcij: Bacillus cereus, Bacillus 
subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcous epidermidis, Enterococcus faecalis, 
Micrococcus flavus, Micrococcus luteus, Yersinia enterocolitica in Escherichia coli. Od teh 
sta bila le poslednja dva rezistentna. Najmočnejša fungicidna aktivnost je bila dokazana proti 
glivi Candida spp. (MIC 0,78-2 %, v/v) (Pepeljnjak in sod., 2005). 
2.5.4 Odpadni material po destilaciji brinovih jagod 
Jagode navadnega brina se tradicionalno uporabljajo za aromatizacijo žgane pijače – gin, ki 
so jo razvili v 17. stoletju na Nizozemskem (Veitch in sod., 2013). Glede na Uredbo (ES) št. 
110/2008 Evropskega Parlamenta in Sveta se za pripravo gina lahko uporabijo le naravne 
in/ali naravnim enake aromatične snovi, tako da prevladuje okus po brinu. Gin se torej 
pridobiva v destilarnah z redestilacijo etanola primerne kakovosti ob navzočnosti brinovih 
jagod, pri čemer poteka proces ekstrakcije aromatičnih komponent jagod v destilat.  
Pri nas se iz brina tradicionalno pripravlja alkoholna žgana pijača »brinjevec«. Odpadni 
material po destilaciji fermentacijske brozge brinovih jagod še vedno lahko vsebuje 
bioaktivne komponente. Vsebnost in sestava nehlapnih fenolnih komponent se v procesu 
destilacije ne spremeni znatno, zato je odpadni material po destilaciji zanimiv za praktično 
uporabo kot cenen vir rastlinskega materiala za pripravo protimikrobno ali protifilmotvorno 
aktivnih pripravkov. 
2.6 TRADICIONALNA IN MODERNA UPORABA BRINOVIH JAGOD 
Uporaba navadnega brina v tradicionalni medicini gre predvsem zahvaljujoč brinovim 
jagodam in je podprta z nekaterimi farmakološkimi zapisi o aktivnosti te rastline. Brinove 
jagode uporabljajo komercialno za pripravo eteričnega olja, gina, brinjevca in kot začimb. 
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Nadaljnje raziskave so potrebne za potrditev njegove uporabe v zdravstvu in druge praktične 
namene (Pepeljnjak in sod., 2005; Bais in sod., 2014; Veitch in sod., 2013).  
Brinove jagode so v živilstvu in predvsem gastronomiji dovoljene in dobro poznane kot 
naravni dodatek za aromatizacijo živil.  Same jagode so pregrenke za direktno uživanje, zato 
se prodajajo posušene v obliki začimb. Pražene in zmlete jagode so lahko tudi nadomestek 
za kavo (Veitch in sod., 2013; Höferl in sod., 2014; Miceli in sod., 2009). Začimbe in zelišča 
se dodajajo živilom, ne samo kot dodatek za izboljšanje okusa, ampak tudi kot sredstva za 
konzerviranje. Zanimanje za naravne protimikrobne snovi se je razširilo v zadnjih letih kot 
odziv na zahtevo potrošnika po bolj naravnih aditivih. S tega stališča je navadni brin 
zanimiva rastlina za praktično uporabo v živilih (Hintz in sod., 2015; Tiwari in sod., 2009). 
Zaradi tradicionalne uporabe je navadni brin pomembna medicinska rastlina pri zdravljenju 
bolezni zaradi prisotnosti mnogih aktivnih komponent, ki so odgovorne za farmakološko 
aktivnost. Brinove jagode imajo diuretični, protivnetni, protirevmatski in antiseptični 
učinek, zato so ga tradicionalno uporabljali za zdravljenje prebavnih motenj, revmatizma in 
artiritisa. Sestavo jagod raziskujejo za zdravljenje sladkorne bolezni, saj znižuje nivo 
sladkorja v krvi in sprošča inzulin iz trebušne slinavke (Veitch in sod., 2013; Bais in sod., 
2014; Banerjee in sod., 2013).  
Jagode navadnega brina in eterično olje sta prepoznana kot surov farmacevtski material in 
sta registrirana s strani Evropske Farmakopeje (Miceli in sod., 2009; EU Pharmacopoeia, 
2008). Dokumentirana farmakološka aktivnost za navadni brin je primarno povezana s 
hlapnimi oljnimi komponentami. Za eterično olje navadnega brina je znano, da ni toksično, 
a deluje rahlo dražilno na kožo. Po oceni nekaterih so informacije za ustrezno oceno varnosti 
in potencialne toksičnosti še pomanjkljive (Veitch in sod., 2013). 
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3 MATERIAL IN METODE DELA 
3.1 POTEK DELA 
Shema na sliki 6 je podrobnejši prikaz ugotavljanja adhezije bakterij C. jejuni na polistiren 
ter določanja protiadhezijskega učinka pripravkov navadnega brina in aktivnih komponent 
(slika 6).  
Slika 6: Shema dela - prikaz in zaporedje vseh uporabljenih metod magistrskega dela. 
Sevi: 
NCTC 11168 
K49/4 
81-176 
DOLOČANJE PROTIADHEZIJSKEGA UČINKA S qPCR 
SPREMLJANJE ADHEZIJE NA POLISTIREN IN TVORBE BIOFILMA PRI BAKTERIJAH C. jejuni 
Kultivabilnost (CFU/ml) adheriranih celic 
Vizualno spremljanje tvorbe biofilma Biomasa adheriranih celic 
Celična aktivnost adheriranih celic 
IZBIRA DVEH PRIPRAVKOV Z NAJBOLJŠO UČINKOVITOSTJO 
METODA KVANTITATIVNEGA PCR (qPCR)  
OPTIMIZACIJA qPCR 
Priprava brinovih 
izvlečkov in aktivne 
komponente 
MIK 
1 mg/ml 
Adhezija C. jejuni v 
mikrotitrskih ploščah - test koncentracij 
- ˝pooling˝ test 
- specifičnost 
- učinkovitost, linearnost 
- standardna krivulja 
- območje detekcije, kvantifikacije 
dPCR 
Ekstrakcija DNK 
IZBIRA SEVA C. jejuni K49/4 IN OPTIMIZACIJA INOKULUMA 
MODIFIKACIJA ADHEZIJE C. jejuni K49/4 IN VPLIV NA UČINKOVITOST PRIPRAVKOV  
MEDIJ 
RAST V MEŠANI 
KULTURI 
POVRŠINA 
MHB 
MHB + 0,1 % glukoze 
MHB + 1 % glukoze 
50 % piščančji sok 
polistiren 
polirano nerjaveče jeklo 
brušeno nerjaveče jeklo 
C. jejuni 
C. jejuni + L. monocytogenes 
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3.2 MATERIAL 
3.2.1 Laboratorijska oprema in naprave 
Seznama laboratorijskega pribora in naprav sta prikazana v preglednici 1 in 2. Poleg 
naštetega pribora smo uporabili še osnovno laboratorijsko opremo: rokavice, stojalo za 
epruvete, pincete, merilni valj in štoparice.  
Preglednica 1: Laboratorijski pribor za izvedbo eksperimenta. 
Preglednica 2: Seznam naprav, ki so bile uporabljene pri eksperimentalnem delu. 
 
Se nadaljuje … 
Pribor Proizvajalec 
Anaerobne posode Oxoid, Velika Britanija 
Avtomatske pipete in nastavki Eppendorf, Nemčija 
Cepilne zanke (plastične) VWR, Velika Britanija 
Čip z razdelki za dPCR Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Diski iz nerjavečega jekla (premer 3 mm) American Iron and Steel Institute (AISI), ZDA 
Kivete Starstedt, Nemčija 
Mikrocentrifugirke Eppendorf, Nemčija 
Parafilm Pechiney Plastic Packaging Company, ZDA 
Petrijeve plošče Starstedt, Nemčija 
Plinska jeklenka z mešanico plinov Istragas, Slovenija 
Plošča za gelsko elektroforezo Perkin Elmer, ZDA 
Polistirenske mikrotitrske plošče – prozorne Sigma Aldrich, Nemčija 
Polistirenske mikrotitrske plošče – bele Sigma Aldrich, Nemčija 
PCR-epruvetke + pokrovčki Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Steklene čaše in epruvete Brand, Nemčija 
Viale Waters, ZDA 
Oprema Proizvajalec 
Analitska tehtnica Sartorius Analytic, Nemčija 
Aparat za PCR v realnem času Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Avtoklav Sutjeska, Srbija 
Centrifuga Eppendorf, Nemčija 
Digitalna tehtnica Mettler Toledo, Švica 
Digitalni PCR Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Hladilnik Zanussi, Japonska 
Inkubator Kambič, Slovenija 
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Nadaljevanje preglednice 2: Seznam naprav, ki so bile uporabljene pri eksperimentalnem delu. 
 
3.2.2 Reagenti in raztopine 
Preglednice 3, 4, 5 prikazujejo uporabljene reagente in raztopine. Pripravili smo jih po 
navodilih proizvajalca, nekateri so bili predhodno komercialno dobavljeni.  
Preglednica 3: Osnovni reagenti in raztopine ter njihov proizvajalec. 
 
 
 
Oprema Proizvajalec 
Mikrocentrifuga Eppendorf, Nemčija 
Naprava za kapilarno elektroforezo Perkin Elmer, ZDA 
Plinski gorilnik USBECK, Nemčija 
Stresalnik za mikrocentrifugirke Eppendorf, Nemčija 
Stresalnik za mikrotitrske plošče Eppendorf, Nemčija 
Ultrazvočna vodna kopel HAAKE, Nemčija 
Vorteksno mešalo IKA, Belgija 
Zaščitna mikrobiološka komora Thermo Scientific, ZDA 
Vakuumski izpiralec VWR, ZDA 
Optični čitalec mikrotitrskih plošč Tecan Trading, AG Švica 
Sušilnik laboratorijske opreme Elektromedicina, Slovenija 
UV/Vis Spektrofotometer Lambda Perkin Elmer, ZDA 
Zamrzovalnik (-20 °C) LHT, Slovenija 
Zamrzovalnik (-80 °C) Heto Ultra Freeze, Kanada 
Oprema Proizvajalec 
Absolutni etanol (EtOH) Merck, Nemčija 
Destilirana voda (dH2O) / 
Dimetilsulfoksid (DMSO) Merck, Nemčija 
Etanol, 96 vol. % (EtOH) Merck, Nemčija 
Fiziološka raztopina (KH2PO4) Merck, Nemčija 
Natrijev hipoklorid (NaOCl) Šampionka, Slovenija 
Voda brez nukleaz (dH2OPCR) Thermo Fisher Scientific, ZDA 
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Preglednica 4: Reagenti za izvedbo spektrofotometričnih metod in njihov proizvajalec. 
 
Preglednica 5: Reagenti in raztopine za izvedbo PCR metod in elektroforeze ter njihova sestava proizvajalec, 
številka in metoda v kateri so bili uporabljeni. 
 
 
 
 
Reagent Proizvajalec Metoda 
Bac-TiterGlo™ substrat + pufer Promega G819A, ZDA Merjenje ATP-bioluminiscence 
Kristal vijolično, 1 % Merck 1.09217.0500, Nemčija Merjenje absorbance 
Reagent/raztopina Proizvajalec in številka Metoda 
Reagent za lizo bakterijskih celic  Thermo Fisher Scientific 
4322574, ZDA 
Izolacija DNA 
PrepMan® Ultra Sample Preparation 
Začetni oligonukleotid 1 Thermo Fisher Scientific 
4304970, ZDA 
PCR 
CJ-ccoN-F 
Začetni oligonukleotid 2 Thermo Fisher Scientific 
4304970, ZDA 
PCR 
CJ-ccoN-R 
Sonda  Thermo Fisher Scientific 
4316034, ZDA 
PCR 
CJ-ccoN-6-FAM-MGB 
PCR mešanica Thermo Fisher Scientific 
4304437, ZDA  
PCR 
TagMan® Universal PCR Master Mix 
DNA barvilo  Perkin Elmer CLS760672, 
ZDA 
Mikrofluidna kapilarna 
elektroforeza DNA Dye Concentrate 
Gel  Perkin Elmer  CLS760672, 
ZDA 
Mikrofluidna kapilarna 
elektroforeza DNA HiSens Gel Matrix 
DNA marker  Perkin Elmer  CLS760672, 
ZDA 
Mikrofluidna kapilarna 
elektroforeza DNA HiSens Marker 
Molekularni označevalec Perkin Elmer CLS760672, 
ZDA 
Mikrofluidna kapilarna 
elektroforeza DNA Ladder 
Pufer za pomnožke Perkin Elmer  CLS760672, 
ZDA 
Mikrofluidna kapilarna 
elektroforeza DNA Sample Buffer 
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3.2.3 Mikrobiološka gojišča 
3.2.3.1 Trdo gojišče Karmali  
Gojišče Karmali (Campylobacter Agar Base) brez dodane krvi je selektivno za izolacijo 
bakterij vrste C. jejuni ali C. coli in inkubaciji pri 42 °C. Pripravili smo ga tako, da smo 
23,35 g dehidriranega gojišča Campylobacter Agar Base CM0935 (Oxoid) raztopili v 500 
ml destilirane vode (preglednica 6). Mešanico smo avtoklavirali pri 115 °C, 15 minut. 
Gojišče smo pustili, da se je ohladilo do primerne temperature (cca. 45 °C) in ga aseptično 
razlili v petrijeve plošče. Ohlajeno sterilno gojišče smo shranili v hladilniku pri 4 °C.  
3.2.3.2 Trdo gojišče Müller-Hinton  
Trdo gojišče Müeller-Hinton Agar (MHA) CM0337 (Oxoid) smo pripravili tako, da smo v 
500 ml destilirane vode zatehtali 19 g dehidriranega gojišča MHA (preglednica 6). Mešanico 
smo avtoklavirali pri 115 °C, 15 minut. Gojišče smo pustili, da se je ohladilo do primerne 
temperature (cca. 45 °C) in ga aseptično razlili v petrijeve plošče. Ohlajeno sterilno gojišče 
smo shranili v hladilniku pri 4 °C.  
3.2.3.3 Tekoče gojišče Müller-Hinton 
Tekoče gojišče Müeller-Hinton Broth (MHB) CM0405 (Oxoid) smo pripravili tako, da smo 
v 500 ml destilirane vode zatehtali 10,5 g dehidriranega gojišča (preglednica 6). Pri 
optimizaciji inokuluma smo v nekaterih primerih v gojišče dodali še hemolizirano konjsko 
kri (Laked Horse Blood, SR0048, Oxoid), v razmerju 1:20. Mešanico smo avtoklavirali pri 
115 °C, 15 minut. Ohlajeno sterilno gojišče smo shranili v hladilniku pri 4 °C.  
Preglednica 6: Sestava, kemijske lastnosti gojišč ter morfologija rasti C. jejuni na uporabljenih gojiščih. 
Ime gojišča Sestavine Kemijske lastnosti Rast C. jejuni 
Trdo gojišče 
Karmali 
dH2O, Columbia agar base 
(pepton, škrob, NaCl, agar), 
aktivno oglje, haemin 
pH 7,4 ± 0,2 
pri 25 °C 
sive, vlažne kolonije 
okroglih oblik 
Trdo gojišče 
Müeller-Hinton 
Agar 
dH2O, dehidrirana infuzija 
govedine, hidrolizat kazeina, 
škrob, agar, Ca2+, Mg2+ 
pH 7,3 ± 0,1  
pri 25 °C 
slamnato rumene 
kolonije okroglih 
oblik 
Tekoče gojišče 
Müeller-Hinton 
Broth 
dH2O, dehidrirana infuzija 
govedine, hidrolizat kazeina, 
škrob, Ca2+, Mg2+ 
pH 7,3 ± 0,1  
pri 25 °C 
motnost 
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3.2.3.4 Piščančji sok 
Piščančji sok smo pripravili iz celega zamrznjenega pakiranega piščanca (Mercator, 1,5 kg) 
tako, da smo ga pustili tajati na laboratorijskem pultu pri sobni temperaturi. Po približno 2 
urah smo pričeli vzorčiti izcejen sok iz piščančjega mesa. Pred uporabo in/ali shranjevanjem 
smo piščančji sok filtrirali s filtri z velikostjo por 0,45 μm. Piščančji sok smo shranjevali pri 
-20 °C. 
3.2.4 Bakterijski sevi 
Sevi bakterij vrste Campylobacter jejuni, ki smo jih uporabili v eksperimentalnem delu, so 
prikazani v preglednici 8. Mešanico DNA vseh sevov smo uporabili za pripravo umeritvene 
krivulje z digitalnim PCR. Za primerjavo in optimizacijo metod pa smo uporabili seve, ki so 
v preglednici poudarjeni z debelim tiskom (preglednica 7). Za gojenje in spremljanje 
adhezije C. jejuni v mešani kulturi smo uporabili bakterije vrste Listeria monocytogenes, sev 
601 (Ljubljana, Biotehniška fakulteta, Laboratorij za živilsko mikrobiologijo).  
Preglednica 7: Sevi Campylobacter jejuni, ki smo jih uporabili v eksperimentalnem delu.  
Oznaka seva Vir seva Izvor seva 
C. jejuni NCTC 11168 Laboratorij za ŽM, BF, Ljubljana humani, referenčni 
C. jejuni K49/4 Laboratorij za ŽM, BF, Ljubljana piščančje meso 
C. jejuni 81-176 Laboratorij za ŽM, BF, Ljubljana humani, referenčni 
C. jejuni 58429 B862 Laboratorij za ŽM, BF, Ljubljana piščančje meso 
C. jejuni 9711; B879 Laboratorij za ŽM, BF, Ljubljana humani 
C. jejuni 9090;  B871 Laboratorij za ŽM, BF, Ljubljana humani 
C. jejuni 9581; B877 Laboratorij za ŽM, BF, Ljubljana humani 
C. jejuni 57360 B861 Laboratorij za ŽM, BF, Ljubljana piščančje meso 
C. jejuni 57359 B860 Laboratorij za ŽM, BF, Ljubljana piščančje meso 
C. jejuni 211/08; B855 Laboratorij za ŽM, BF, Ljubljana feces govedo 
C. jejuni 654/08; B907 Laboratorij za ŽM, BF, Ljubljana koža puran 
C. jejuni 1271/08 B849 Laboratorij za ŽM, BF, Ljubljana feces puran 
C. jejuni 122/08; B847 Laboratorij za ŽM, BF, Ljubljana feces piščanec 
C. jejuni B886 Laboratorij za ŽM, BF, Ljubljana voda 
 
ŽM - Živilska mikrobiologija 
BF - Biotehniška fakulteta 
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3.2.5 Izvlečki navadnega brina in aktivne substance 
Ekstrakcija in izolacija fenolnih komponent iz rastlinskega materiala (jagod) navadnega 
brina je potekala na Inštitutu za farmacevtske znanosti, Univerze v Gradcu v Avstriji z 
naslednjimi kemijskimi metodami: ekstrakcija s topili, ekstrakcija s pomočjo ultrazvoka, 
kolonska kromatografija (CC), tankoplastna kromatografija (TLC), HPLC in HPLC z masno 
spektrometrijo. Fenolni izvlečki rastlinskih materialov so vedno mešanice različnih razredov 
fenolnih komponent. Dodatni postopki so potrebni za odstranitev nezaželenih fenolnih in 
ne-fenolnih substanc ter za očiščenje izvlečka. Zato so surovi rastlinski izvlečki naprej 
razdeljeni v frakcije, ki vsebujejo fenolne komponente podobne topnosti ali velikosti. Na 
koncu dobimo enostavne zmesi ali izolirane substance (Santos-Buelga in sod., 2012; Sarker 
in Nahar, 2012; Bucar in sod., 2012). Preglednica 8 prikazuje pripravke navadnega brina in 
aktivne substance, ki smo jih uporabili v eksperimentu za ugotavljanje protiadhezijskega 
učinka. 
Preglednica 8: Seznam, metode priprave in sestavine pripravkov navadnega brina in aktivnih substanc, ki smo 
jih uporabili za testiranje protiadhezijske učinkovitosti. 
    Pripravek/aktivna substanca Metoda priprave Sestava 
Fenolni izvleček brinovih jagod 
ekstrakcija s topili (etanol) 
v ultrazvočni kopeli 
mešanica fenolnih komponent, 
maščob, terpenov itd. 
Frakcija 6 CC, TLC, HPLC biflavonoidi 
Frakcija 8 CC, TLC, HPLC glikozilirane fenolne komponente 
Amentoflavon CC, TLC, HPLC izolirana spojina 
Odpadni material brina po 
destilaciji 
pospešena ekstrakcija s 
topili (etanol) 
mešanica fenolnih komponent, 
maščob, terpenov itd. 
Eterično olje brinovih jagod TLC, GC 
mešanica različnih hlapnih 
komponent 
 
3.3 METODE 
3.3.1 Oživitev bakterij in priprava inokuluma 
Seve Campylobacter jejuni, hranjene pri -80 °C, smo s cepilno zanko prenesli na Karmali 
gojišče (cik-cak po gojišču). Delo je potekalo aseptično v zaščitni mikrobiološki komori. 
Nato smo petrijeve plošče zaprli v anaerobno posodo, pred tem pa v njej z mešanico plina 
ustvarili mikroaerofilno okolje. Inkubacija je vedno (pri vseh metodah eksperimentalnega 
dela) potekala 24 ur pri 42 °C v mikroaerofilnem okolju. 
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Slika 7: Kolonije Campylobacter jejuni K49/4 na trdem gojišču Karmali. 
 
Prekonočno kulturo smo pripravili tako, da smo kolonije C. jejuni s trdega gojišča Karmali 
(slika 7) s plastično cepilno zanko aseptično prenesli v predhodno pripravljeno tekoče 
gojišče MHB. Naslednji dan smo rast potrdili z vidno motnostjo gojišča v epruvetkah 
prekonočne kulture ter tako pred vsakim eksperimentom pridobili zadostno količino osnovne 
homogene biomase v eksponentni fazi rasti. 
Inokulum smo pripravili na tri načine, bodisi iz prekonočne kulture ali direktno: 
• INOKULUM 1: direktno suspendiranje bakterijskih celic prekonočne kulture v 
svežem gojišču MHB; 
• INOKULUM 2: suspendiranje bakterijskih celic prekonočne kulture v svežem 
gojišču MHB z dodatkom konjske krvi in ob merjenju optične gostote; 
• INOKULUM 3: suspendiranje bakterijskih celic prekonočne kulture v svežem 
gojišču MHB ob merjenju optične gostote.  
3.3.1.1 Priprava inokuluma iz prekonočne kulture 
Priprava inokuluma iz prekonočne kulture: 0,5 ml prekonočne kulture v 40 ml gojišča MHB 
(vedno izhajamo iz razmerja 1:80). Pri tem je koncentracija celic v pripravljenem inokulumu 
neznana. 
3.3.1.2 Priprava inokuluma z dodatkom konjske krvi  
Inokulum smo pripravili iz prekonočne kulture ob merjenju optične gostote do koncentracije 
106 CFU/ml, s tem da smo v prekonočno kulturo in inokulum dodali konjsko kri v razmerju 
1:20 (v 4 ml gojišča je 200 µl konjske krvi). 
3.3.1.3 Priprava inokuluma z merjenjem optične gostote  
Pri metodi z merjenjem optične gostote smo celice iz prekonočne kulture večkrat prenesli v 
sveže tekoče gojišče MHB. Medtem smo merili optično gostoto nastajajoče suspenzije, saj 
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se z večanjem koncentracije mikroorganizmov povečuje motnost suspenzije. Prenesli smo 
toliko volumskih enot prekonočne kulture, da je bila optična gostota nove suspenzije v 
območju 0,10 - 0,20. Merjenje OD je potekalo z merjenjem absorbance pri 600 nm. 
Spektrofotometer Lambda smo umerili s sterilnim gojiščem MHB. Ker je zveza med OD in 
koncentracijo celic linearna v območju nizke in zmerne koncentracije, smo lahko izračunali 
potreben volumen gojišča MHB ter volumen suspenzije celic, glede na željeno koncentracijo 
celic v inokulumu (primer spodaj).  
Primer izračuna, če je optična gostota suspenzije celic A600 = 0,180: 
Vsuspenzije celic = 1/1,80 = 0,56 ml                      
VMHB = 1 – 0,56 ml = 0,44 ml                          
Inokulum = Vsuspenzije celic + VMHB 
3.3.1.4 Priprava inokuluma mešane kulture 
Za spremljanje in ugotavljanje protiadhezijskega učinka C. jejuni v mešani kulturi smo 
pripravili inokulum iz prekonočne kulture C. jejuni K49/4 in L. monocytogenes 601 v 
razmerju 1:1. 
3.3.2 Spremljanje adhezije v mikrotitrski plošči in odstranjevanje nepritrjenih celic 
Spremljanje adhezije z vsemi metodami smo v nadaljevanju izvedli v polistirenskih 
mikrotitrskih ploščah s 96-imi luknjicami. Po 200 µl pripravljenega inokuluma smo prenesli 
v vsako luknjico in plošče inkubirali. Eksperiment smo prilagodili tako, da med inkubacijo 
nismo uporabljali vrtinčnega mešalnika za mikrotitrske plošče. Joshua in sod. (2006) so 
ugotavljali, da je najboljša metoda za adhezijo C. jejuni in gojenje biofilma v tekočem 
gojišču brez mešanja kulture med inkubacijo. Pri normalnem mešanju bakterijske kulture 
(več kot 50 obr./min) ni prišlo do pritrjanja celic C. jejuni NCTC 11168 na površino. 
Po inkubaciji smo najprej odstranili planktonske celice z vakuumskim izpiralcem. Spiranje 
nepritrjenih celic je potekalo tako, da smo tekoče gojišče iz vsake luknjice izsesali brez 
dotikanja dna ali stene mikrotitrske luknjice. Tako smo odstranili le planktonske celice 
skupaj s tekočino, pritrjene pa so ostale na površini. Spiranje je potekalo z dodatkom 200 µl 
destilirane vode v vsako luknjico. Postopek smo ponovili 3-krat. Preostale pritrjene celice 
smo kasneje s polistirenske površine mikrotitrske plošče resuspendirali v 200 µl fiziološke 
raztopine s pomočjo ultrazvočne kopeli (10 min) ter postopali naprej. 
3.3.3 Določanje adhezije s štetjem kolonij na trdem gojišču  
Določanje adhezije z metodo štetja kolonij na gojišču je temeljilo na principu 
resuspendiranja pritrjenih celic s površine v fiziološko raztopino. Pridobljene vzorce - 
suspenzije celic smo dopolnili s fiziološko raztopino do končnega volumna 1 ml. Suspenzijo 
smo nato razredčevali po Kochu ter na trdo gojišče MHA nanesli po 10 µl vzorca v 3-eh 
ponovitvah ustrezne razredčitve. Po 24-ih urah inkubacije smo prešteli kolonije. 
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Povprečno koncentracijo kultivabilnih celic smo izračunali po spodnji enačbi (ISO 4833, 
1991): 
N =  
∑ 𝐶
𝑛1+ 0,1 × 𝑛2× 𝑑
 [
𝐶𝐹𝑈
𝑚𝑙
]                                                                                                  … (1) 
𝑁… povprečna koncentracija celic 
∑ 𝑐 … vsota kolonij na vseh ploščah 
𝑛1 … število plošč prve razredčitve 
𝑛2 … število plošč druge razredčitve 
𝑑 … razredčitveni faktor prve razredčitve 
 
3.3.4 Spektrofotometrično določanje adhezije 
3.3.4.1 Določanje adherirane biomase z barvanjem pritrjenih celic 
Mikrotitrsko ploščo smo pripravili tako, da sta bili prvi dve vrstici luknjic (A in B) kontrola 
(sterilno gojišče MHB). Za vsak sev/inokulum smo ponovili poskus s 24-imi vzorci (2 
vrstici). Po inkubaciji smo spirali pritrjene celice kakor je opisano v podpoglavju 3.3.2., pri 
čemer smo izločili zadnji korak resuspendiranja celic s površine. Pritrjene celice na 
polistirenski površini mikrotitrskih plošč smo fiksirali s sušenjem. Barvanje celic je potekalo 
tako, da smo v vsako luknjico dodali 200 µl barvila kristal vijolično (1 %). Odvečno barvilo 
smo po 15 minutah odstranili s spiranjem plošče pod vodo (ne direktno, temveč s curkom 
preko dlani). Obarvane celice smo nato spet fiksirali s sušenjem. Po barvanju in fiksiranju 
bakterijskih celic v mikrotitrski plošči, smo v vsako luknjico dodali 200 µl 96 vol. % etanola, 
saj so bakterije rodu Campylobacter po Gramu negativne. Absorbanco smo merili 
spektrofotometrično pri 584 nm s čitalcem mikrotitrskih plošč. Iz dobljenih meritev smo 
izračunali povprečje in standardni odklon (SD). 
3.3.4.2 Določanje aktivnosti adheriranih celic z merjenjem ATP-bioluminiscence 
Pri metodi določanja adhezije z merjenjem ATP-bioluminiscence smo postopali enako kot 
je opisano v podpoglavju 3.3.2. Pritrjene celice smo resuspendirali v 200 µl fiziološke 
raztopine, premešali na stresalniku in 100 µl prenesli v sterilne luknjice mikrotitrske plošče 
bele barve. Za vsak vzorec smo dodali 80 µl predhodno pripravljenega reagenta BacTiter-
Glo™ (substrat + pufer). Mikrotitrsko ploščo smo stresali (3 min, 500 obr./min) brez 
izpostavljenosti svetlobi. Nato smo izmerili ATP-bioluminiscenco pri 562 nm s čitalcem 
mikrotitrskih plošč. Iz dobljenih meritev smo izračunali povprečje in standardni odklon 
(SD). 
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3.3.5 Priprava izvlečkov navadnega brina in aktivnih substanc 
3.3.5.1 Priprava izhodne in delovne raztopine 
Za določanje protimikrobne aktivnosti pripravkov navadnega brina in protiadhezijskega 
učinka smo pripravili izhodne koncentracije vseh izvlečkov, frakcij in aktivnih komponent: 
50 mg/ml. Ker naši rastlinski pripravki niso bili topni v vodi, smo za topilo uporabili dimetil 
sulfoksid (DMSO).  Delovno raztopino izvlečkov za metodo mikrodilucije smo pripravljali 
v gojišču MHB, pri metodi qPCR pa direktno v inokulumu (bakterijski kulturi). V končni 
raztopini je vsebnost DMSO vedno manj kot 2,5 vol. %, kar pomeni, da glede na raziskave 
Wadhwani in sod. (2009) ne vpliva na rast C. jejuni. Preglednica 9 prikazuje pripravo 
izhodiščnih in delovnih koncentracij. 
Preglednica 9: Priprava izhodiščnih (stock) in delovnih koncentracij brinovih pripravkov. 
Pripravek/aktivna substanca 
Izhodiščna 
koncentracija 
v DMSO 
(mg/ml) 
Koncentracija v delovni raztopini 
Mikrodilucija 
5 mg/ml 
Protiadhezija (qPCR) 
1 mg/ml 
Volumen 
stock  
(µl) 
Volumen 
MHB 
(µl) 
Volumen 
stock 
(µl) 
Volumen 
inokuluma 
(µl) 
Fenolni izvleček brinovih 
jagod 
50 40 160 14,29 700 
Frakcija 6 50 40 160 14,29 700 
Frakcija 8 50 40 160 14,29 700 
Amentoflavon 50 40 160 14,29 700 
Odpadni material brina po 
destilaciji 
50 40 160 14,29 700 
Eterično olje brinovih jagod 50 40 160 14,29 700 
Skupni volumen delovne raztopine: 200 µl 714,29 µl 
3.3.5.2 Določanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) 
Minimalno inhibitorno koncentracijo smo določili z metodo razredčevanja v tekočem 
gojišču v mikrotitrski plošči – mikrodilucijo, in z merjenjem ATP-bioluminiscence. Za 
določanje metabolne aktivnosti in živosti bakterijskih celic smo uporabili reagent BacTiter-
Glo™ (substrat + pufer). Predhodno smo pripravili delovne koncentracije brinovih 
pripravkov s koncentracijo 10 mg/ml, iz katere smo v nadaljnjim postopku pripravili 
naslednje razredčitve: 5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1,25 mg/ml, 0,625 mg/ml, 0,313 mg/ml, 0,156 
mg/ml, 0,0781 mg/ml .  
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V prve vrste na mikrotitrskih ploščah smo odpipetirali 100 µl brinovih pripravkov v delovnih 
koncentracijah. V vse ostale luknjice smo dodali 50 µl sterilnega gojišča MHB. Nato je 
sledilo serijsko razredčevanje s prenašanjem 50 µl vzorca iz ene luknjice v drugo. Medtem 
smo vsakič vsebino dobro premešali. Na koncu smo dodali 50 µl inokuluma (bakterijske 
kulture) v vsako luknjico. Za pravilno ovrednotenje smo upoštevali tudi kontrole: negativna 
kontrola (50 µl MHB + 50 µl delovne raztopine pripravka) in kontrola sterilnosti (100 µl 
MHB). Načrt izvedbe je prikazan na sliki 9. Tako pripravljene mikrotitrske plošče smo 
premešali na mešalcu (500 obr./min, 3 min) in inkubirali. Po inkubaciji smo dodali 40 µl 
reagenta neposredno v suspenzijo bakterijskih celic, izvlečkov ter gojišča. Razporeditev 
vzorecv in potek mikrodilucije je prikazano na sliki 12. Mikrotitrsko ploščo smo stresali 
(500 obr./min, 3 min) brez izpostavljenosti svetlobi. ATP-bioluminiscenco smo izmerili pri 
562 nm s čitalcem mikrotitrskih plošč. Iz dobljenih meritev smo odčitali preskok (očitno 
zmanjšanje) bioluminiscence ter določili minimalno inhibitorno koncentracijo 
protimikrobnega delovanja brinovih pripravkov. 
3.3.6 Kvantifikacija bakterij vrste C. jejuni s PCR v realnem času 
Določanje protiadhezijskega učinka je potekalo tako, da smo najprej z dPCR izvedli 
absolutno kvantifikacijo DNA v vzorcu, pripravljenem iz planktonskih celic bakterij vrste 
C. jejuni K49/4. Na podlagi dobljenih vrednosti Ct serijskih razredčitev vzorca znane 
koncentracije DNA, smo pripravili umeritveno krivuljo za nadaljnjo kvantifikacijo pri 
določanju protiadhezijskega učinka. Nastalo fluorescenco reakcij PCR smo analizirali s 
Sequence Detection Software, 2.1. (Applied Biosystems, Life Technologies) (Klančnik in 
sod., 2015). 
 
Slika 8: Prikaz poteka kvantifikacije protiadhezijskega učinka z metodo qPCR. 
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Določanje adheriranih celic smo izvedli v mikrotitrski plošči tako, da smo tretirali bakterije 
vrste C. jejuni K49/4 s pripravki navadnega brina. Volumen vzorca s kulturo in pripravki v 
koncentraciji 1 mg/ml, je bil 200 µl. Negativna kontrola je bilo gojišče MHB. Spiranje 
nepritrjenih celic je potekalo tako kot je opisano v podpoglavju 3.3.2. Prikaz celotnega 
postopka kvantifikacije je prikazan na sliki 8. 
3.3.6.1 Liza bakterijskih celic in priprava DNA  
Pri metodi qPCR je pomembna priprava in shranjevanje vzorcev, kvaliteta analiziranih 
nukleinskih kislin, ki je pogojena z učinkovitostjo ekstrakcije DNA. Vzorce smo ustrezno 
pripravili s koncentriranjem bakterijskih celic v majhnem volumnu ter izločiti potencialne 
inhibitorje PCR iz gojišča. Ekstrakcija bakterijske DNA bodisi adheriranih ali planktonskih 
celic je potekala s pomočjo reagenta PrepMan®. To je komercialno pripravljen reagent za 
preprosto pripravo DNA za nadaljnjo analizo, ki temelji na PCR-metodah. Za preprečitev 
kontaminacije reagenta smo najprej porazdelili vsebino v sterilne mikrocentrifugirke po 1,5 
ml v vsako. Pri pripravi DNK smo postopali na dva načina glede na to, ali smo imeli 
planktonske celice ali adherirane celice (Applied Biosystems, 2010).  
Priprava DNA iz planktonskih bakterijskih celic je potekala v mikrocentrifugirkah in se je 
začela s centrifugiranjem 1 ml prekonočne kulture (5 min, 14 000 obr./min). Nato smo 
odstranili supernatant in peletu dodali 100 µl reagenta PrepMan® Ultra Sample Reagent. 
Temperiranje v mešalcu pri 95 °C, 10 min, 500 obr./min. V tem času je potekla liza celic. 
Nato je sledilo 15 minutno hlajenje v hladilniku pri 4 °C in ponovno centrifugiranje (5 min, 
14 000 obr./min). Supernatant, ki je vseboval DNA, smo prenesli v nove sterilne 
mikrocentrifugirke. Za qPCR smo vedno uporabili najmanj 10x razredčitev bakterijske 
DNA. 
Posebnost določanja adheriranih celic s PCR je liza bakterijskih celic in priprava DNA 
neposredno z mikrotitrske plošče. Po odstranitvi nepritrjenih celic smo v luknjice 
mikrotitrske plošče dodali po 100 µl reagenta PrepMan® Ultra Sample Reagent. V 
naslednjim koraku smo suspendirali pritrjene celice v reagent z ultrazvočno kopeljo, 10 min 
(30 kHz, 1100 W). Medtem so pritrjene celice odstopile od površine ter hkrati pod vplivom 
reagenta podlegle procesu bakterijske lize. Naslednjih 10 minut smo plošče še temperirali 
pri 95 °C na mešalniku (500 obr./min), da smo zagotovili optimalno lizo celic. Sledilo je 
ohlajanje plošč 15 minut pri temperaturi hladilnika in centrifugiranje (2000 x g, 5 min). 
Supernatant iz vsake luknjice smo prenesli v ustrezno označene mikrocentrifugirke in 
opravili 10x razredčitve s sterilno destilirano vodo. Vsi vzorci DNA so bili shranjeni pri -20 
°C (Klančnik in sod., 2015; Applied Biosystems, 2010). 
3.3.6.2 Priprava začetnih oligonukleotidov in reakcijske mešanice 
Za C. jejuni specifično nukleotidno zaporedje ccoN je bil naš tarčni gen pri qPCR. Za tega 
je že opisana uspešna detekcija in kvantifikacija (Toplak in sod., 2012) z dvojno označeno 
oligonukleotidno sondo z reporterskim 6-karboksi-fluorescein (6-FAM) in zaviralnim 
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(MGB) fluorogenom. Rezultat pomnoževanja z omenjenim setom začetnih oligonukleotidov 
so pomnožki, dolgi 81 bp. Preglednica 10 prikazuje uporabljene začetne oligonukleotide, 
njihova zaporedja baz, velikost nastalega pomnožka, molekulsko maso in založno 
koncentracijo.  
Preglednica 10: Podatki o začetnih oligonukleotidih uporabljenih v reakciji PCR. 
Začetni 
oligonukleotid/ 
Sonda 
Oligonukleotidno zaporedje 
 (5´- 3´) 
Velikost 
pomnožka 
(bp) 
Molekulska 
masa (wt.) 
Založna 
konc. 
Začetni oligonukleotid 1: 
CJ-ccoN-F 
TGG TCT AAG TCT TGA AAA 
AGT GGC A 
25 7745 10 nmol/l 
Začetni oligonukleotid 2: 
CJ-ccoN-R 
ACT CTT ATA GCT TTT CAA 
ATG GCA TAT CC 
29 8802 10 nmol/l 
Sonda 1: 
CJ-ccoN-sonda 
6-FAM-CTC CTG CTA AAT 
AAT TTA A-MGB 
19 7403 100 µmol/l 
Reakcijsko mešanico za qPCR smo vedno naredili v posebnem prostoru z namenom, da 
preprečimo navzkrižno kontaminacijo vzorca z DNA drugih mikroorganizmov. V tem 
ločenem prostoru se nikoli ne dela z mikrobnimi kulturami in suspenzijami DNA. Pred 
delom se površine izpostavi ultra vijolični svetlobi za 10 min in počisti z raztopino 
natrijevega hipoklorita za razgradnjo DNA. Vse kemikalije so bile ves čas priprave na ledu. 
Preglednica 11 prikazuje sestavine in izračun količin sestavin reakcijske mešanice za qPCR. 
Glede na število vzorcev DNA (N) smo izračunali volumne posameznih sestavin + 1 
negativna kontrola (NTC) + 1 rezervni vzorec. V 1,5 ml epruveto smo odpipetirali najprej 
izračunani volumen destilirane in avtoklavirane vode, nato smo dodali reakcijsko mešanico 
TaqMan, začetna oligonukleotida ccoN-R in ccoN-F ter nazadnje sondo. Reakcijska 
mešanica TaqMan vsebuje DNA-polimerazo, pufer in MgCl2. Tako pripravljeno reakcijsko 
mešanico smo premešali na vrtinčnem mešalniku ter razdelili po 16 µl v 0,2 ml-PCR 
epruvetke. V mikrobiološkem laboratoriju smo v vsako PCR epruvetko dodali 4 µl 
posameznega vzorca izolirane DNA. Vse reakcije so bile izvedene v končnem volumnu 20 
μl reakcijske mešanice, ki je vsebovala 4 μl 10x razredčenega vzorca DNA. Celoten 
eksperiment smo ponovili 3-krat, vsakič z dvema paralelnima odvisnima vzorcema (Real-
Time PCR Systems, 2004). 
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Pri kvantifikaciji adheriranih celic za L. monocytogenes 601 smo uporabili že objavljene 
podatke o začetnih oligonukleotidih, sondi, programu pomnoževanja, umeritveni krivulji, 
itd. (Klančnik in sod., 2015). 
Preglednica 11: Izračun količin sestavin reakcijske mešanice za qPCR določanje C. jejuni (Toplak in sod., 
2012). 
 
Sestavina reakcijske 
mešanice 
Koncentracija v 
20 µl reakcijske 
mešanice 
Volumen za 1 vzorec 
(µl) 
Volumen za N vzorcev 
(µl) 
H2OPCR 
 
2,36 2,36 x (N+2) 
TagMan® Universal 
PCR Master Mix 
1x 10,0 10,0 x (N+2) 
Začetni oligonukleotid 1: 
CJ-ccoN-F 
0,9 µmol 1,80 1,80 x (N+2) 
Začetni oligonukleotid 2: 
CJ-ccoN-R 
0,9 µmol 1,80 1,80 x (N+2) 
Sonda: CJ-ccoN-6-FAM 0,2 µmol 0,04 0,04 x (N+2) 
Volumen reakcijske mešanice 16,0 16,0 x (N+2) 
Vzorec DNA 4 4 x N 
Skupen volumen kemikalije + DNA 20,0 - 
 
3.3.6.3 Program in razmere pomnoževanja 
Pri določanju optimalnih razmer pomnoževanja smo se zgledovali po avtorju Toplak in sod. 
(2012). PCR-epruvetke smo postavili v ciklični termostat (ABI PRISM 7500 PCR Machine, 
Life Technologies) ter izvedli univerzalni program pomnoževanja: 1 cikel na 95 °C za 10 
minut (denaturacija DNA in aktivacija DNA-polimeraze), 45 ciklov pri 95 °C za 15 sekund  
(denaturacija DNA) in pri 60 °C za 1 minuto (prileganje začetnih oligonukleotidov in 
pomnoževanje DNA) (slika 9).  
 
Slika 9: Program pomnoževanja ccoN s PCR v realnem času. 
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3.3.6.4 Absolutna kvantifikacija za konstrukcijo umeritvene krivulje 
Za natančno določitev koncentracije DNA v vzorcu – absolutno kvantifikacijo smo uporabili 
digitalni PCR (QuantStudio® 3D Digital PCR System, Applied Biosystems). Konstrukcija 
umeritvene krivulje je temeljila na podlagi serijskih razredčitev znane koncentracije vzorca 
DNA, katerega je sestavljala mešanica naslednjih sevov C. jejuni: 58429 B862, 9711 B879, 
9090 B871, 9581 B877, 57360 B861, 57359 B860, 211/08 B855, 654/08 B907, 1271/08 
B849, 122/08 B847, B886, 81-176, K49/4, 11168. Pripravili smo tri razredčitve C. jejuni 
mešanice DNA: 10 000-kratno, 50 000-kratno in 100 000-kratno. Pri pripravi čipa z 
reakcijskimi razdelki in izvedbo metode smo postopali po navodilih proizvajalca (Applied 
Biosystems, 2013). Sestava reakcijske mešanice in program pomnoževanja sta bila enaka 
kakor pri PCR v realnem času. Volumen reakcijske mešanice v posameznim razdelku čipa 
je bil 2 μl. Analizo surovih rezultatov smo opravili s programom QuantStudio 3D Analysis 
Suite Cloud Software v3.0.  
3.3.6.5 Mikrofluidna kapilarna elektroforeza 
Uspešnost reakcije in učinkovitost pomnoževanja ccoN specifičnega fragmenta za bakterije 
vrste C. jejuni smo preverjali z mikrofluidno kapilarno elektroforezo. Z napravo LabChip® 
GX/GXII Touch smo dobljene pomnožke ločevali na osnovi naboja in velikosti v kapilari, 
napolnjeni z gelom. Rezultate smo spremljali on-line in jih analizirali s programom LabChip 
GX Touch Software. Celoten potek eksperimenta je zelo preprost, saj naprava avtomatsko 
zajema vzorčke DNA (50 nl) iz mikrotitrske plošče v ploščo za vzorčenje, katero je potrebno 
predhodno pripraviti. Po 20 minutnem temperiranju reagentov in čip plošče, smo pripravili 
mešanico gela in barvila: 13 µl bavila (angl. DNA Dye Concentrate) smo zmešali z 1,1 ml 
gela (angl. DNA HiSens Gel Matrix). Po mešanju smo mešanico filtrirali pri 9200 obr./min 
10 minut. S pipeto smo prenesli pripravljeno mešanico gela in barvila ter marker (angl. DNA 
HiSens Marker) na ploščo, kakor je prikazano na sliki 10. Ploščo smo očistili s 70 % 
izopropanolom. Vzorca pomnožkov mešanice sevov C. jejuni smo razredčili tako, da so 
ustrezali linearnemu koncentracijskemu območju kapilarne elektroforeze: 0,2 ng/µl – 5 ng/µl 
ter odpipetirali po 40 µl vzorca v luknjico mikrotitrske plošče. Molekularni označevalec smo 
pripravili iz 12 µl DNA Ladder mešanice fragmentov ter 108 µl pufra DNA Sample Buffer. 
Vse skupaj smo vstavili v napravo, ter zagnali program kapilarne elektroforeze (Perkin 
Elmer, 2014).  
3.3.6.6 Optimizacija qPCR 
Metoda qPCR zahteva optimizacijo za pridobitev zanesljivih in verodostojnih rezultatov 
(Bustin in sod., 2009). Optimizacijo qPCR smo izvedli z naslednjimi testi: ponovljivost, 
točnost in vpliv koncentracije DNA ter vpliv vzorčenja. Učinkovitost pomnoževanja smo 
izračunali iz naklona umeritvene krivulje. Preverili smo tudi območje linearnega 
pomnoževanja ter določili mejo detekcije in kvantifikacije.  
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Ponovljivost, točnost in vpliv koncentracije smo testirali z 10x, 100x, 1000x in 10000x 
redčitvami vzorca DNA. Vsako redčitev smo pripravili 2-krat in qPCR izvedli v paralelkah. 
Rezultate v obliki vrednosti Ct smo analizirali z računanjem standardnega odklona (SD). 
Točnost metode je odstopanje pridobljenih rezultatov od predvidenih (povprečne vrednosti) 
rezultatov za posamezno redčitev, medtem ko je ponovljivost stopnja ujemanja rezultatov 
pri večkratnih zaporednih meritvah istega vzorca. Navadno ujemanje izrazimo kot koeficient 
variance pri normalnih pogojih, pri čemer mora biti slednji manjši ali enak 30 % (Bustin in 
sod., 2009; Pušnik, 2013). 
Testirali smo pripravo vzorcev adheriranih celic bakterij vrste C. jejuni za postopek izolacije 
DNA na dva načina: 
• izolacija DNA iz individualnih luknjic na mikrotitrski plošči (običajno 
vzorčenje), 
• izolacija DNA iz združenih luknjic na mikrotitski plošči (''pooling'' vzorčenje). 
Primernost načina vzorčenja smo ocenili z izračunanim standardnim odklonom (SD) in 
variacije (SV) ponovitev. 
Učinkovitost pomnoževanja je pogojena z značilnostmi umeritvene krivulje. Kadar so 
vrednosti Ct premo sorazmerne od logaritemskih vrednosti pomnožkov DNA, je 
učinkovitost pomnoževanja določena z naklonom krivulje. Teoretično najboljša učinkovitost 
je 1,0 (100 %) in pomeni, da se vrednost Ct vsak cikel podvoji. Izračunali smo jo po enačbi 
(2) (Bustin in sod., 2009): 
𝐸 = (10−1/𝑛𝑎𝑘𝑙𝑜𝑛 − 1) ∙ 100 [%]                                                                                        …(2)                        
𝐸… učinkovitost pomnoževanja 
naklon … strmina krivulje 
Linearnost je sposobnost metode, da zazna ustrezno koncentracijo DNA, ki je sorazmerna s 
koncentracijo mikroorganizmov v vzorcu. Ustrezati mora korelacijskemu koeficientu, ki je 
večji ali enak 0,999. Bistveno je, da se linearnost ugotavlja na vsaj 5 različnih točkah 
koncentracijskega območja preiskovane metode (Bustin in sod., 2009; Pušnik, 2013). 
Meja detekcije je podatek o občutljivosti metode in pomeni najmanjšo koncentracijo 
mikroorganizmov v vzorcu, ki jo še lahko z izbranim protokolom reakcije uspešno (s 95 % 
gotovostjo) zaznamo. Meja kvantifikacije je najmanjša koncentracija mikroorganizmov v 
vzorcu, kjer lahko še vedno zanesljivo zaznamo in določimo število DNA v vzorcu (Bustin 
in sod., 2009; Pušnik, 2013). 
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3.3.7 Statistična obdelava rezultatov 
Vse eksperimente smo opravili v najmanj dveh neodvisnih ponovitvah. Rezultati so 
prikazani z izračunanimi povprečnimi vrednostmi vseh ponovitev meritev in so dopolnjeni 
s standardnimi odkloni in/ali varianco kot informacijo o odstopanju posameznih vrednosti 
od aritmetične sredine (povprečja). Ničelno hipotezo smo preverili z ≥ 95 %  stopnjo 
gotovosti (p-vrednost < 0,05 je bila obravnavana statistično značilna) (Košmelj, 2007). 
Kalkulacije smo opravili s pomočjo računalniških programov ANOVA in SPSS 15.0 za 
Windows (Statsoft Inc., Tulsa, Amerika). 
Enačba za izračun povprečne vrednosti: 
?̅? =
1
𝑛
 ∑ 𝑥𝑖
𝑛
𝑖=1                                                                                                                     …(3) 
 
?̅? … povprečna vrednost 
𝑥𝑖 …posamezna meritev 
𝑛 … število meritev 
 
Enačba za izračun standardnega odklona: 
𝑆𝐷 = √
1
𝑛−1
∑ (𝑥𝑖 − ?̅?)2
𝑛
𝑖=1                                                                                                 …(4) 
 
𝑆𝐷… standardni odklon 
?̅? … povprečna vrednost 
𝑥𝑖 …posamezna meritev 
𝑛 … število meritev 
 
Enačba za izračun variance: 
𝑉 =
1
𝑛−1
∑ (𝑥𝑖 − ?̅?)
2𝑛
𝑖=1
                                                                                                   …(5) 
 
𝑉… standardni odklon 
?̅? … povprečna vrednost 
𝑥𝑖 …posamezna meritev 
𝑛 … število meritev 
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4 REZULTATI  
Pri ugotavljanju adhezije bakterijskih celic C. jejuni na površino po 24 urah inkubacije smo 
spremljali naslednje parametre: 
• kultivabilnost adheriranih celic s klasično gojitveno metodo štetja kolonij na 
trdem gojišču (CFU/ml),  
• živost adheriranih celic preko spremljanja aktivnosti z metodo merjenja ATP-
bioluminiscence, 
• biomaso adheriranih celic s sprektrofotometričnim merjenjem vezanega barvila 
KV, 
• molekule DNA adheriranih celic z metodo kvantitativnega PCR. 
Tvorbo biofilma bakterij C. jejuni po 3 in 5 dneh inkubacije smo spremljali vizualno v 
mikrotitrskih ploščah. 
Za ugotavljanje protiadhezijskega učinka pripravkov navadnega brina smo spremljali 
prisotnost molekul DNA po lizi adheriranih celic z zgoraj omenjeno metodo qPCR. 
4.1 OPTIMIZACIJA PRIPRAVE INOKULUMA ZA SPREMLJANJE ADHEZIJE 
Želeli smo ugotoviti ali priprava inokuluma vpliva na adhezijo, zato smo z optimizacijo 
priprave inokuluma izbrali najprimernejšega za pripravo osnovne bakterijske suspenzije z 
namenom, da bi izločili vpliv začetne koncentracije bakterijskih celic na adhezijo. Uporabili 
smo tri seve C. jejuni: humana referenčna seva C. jejuni NCTC 11168 in C. jejuni 81-176, 
ter piščančji izolat C. jejuni K49/4 ter spremljali biomaso adheriranih celic po barvanju s 
kristal vijoličnim (slika 10).  
Pri adheziji bakterij nismo zaznali statističnih razlik med tremi različnimi pripravami 
inokuluma (slika 10). Inokulum 1 smo pripravili tako, da smo direktno suspendirali 
bakterijske celice prekonočne kulture v sveže gojišče MHB brez informacije o koncentraciji 
celic, zato so tu največji standardni odkloni vrednosti absorbance adheriranih celic. Za 
inokulum 2 smo suspendirali bakterijske celice prekonočne kulture v sveže gojišče MHB z 
dodatkom konjske krvi in ob merjenju optične gostote, s katero smo zagotovili konstantno 
koncentracijo celic v vseh ponovitvah. Dodatek konjske krvi v tekoče gojišče prekonočne 
kulture in v inokulumu ni spodbudilo pritrjevanja celic C. jejuni, kakor je bilo pričakovano. 
Pri pripravi inokulum 3 smo suspendirali bakterijske celice prekonočne kulture v sveže 
gojišče MHB ob merjenju optične gostote. Ta priprava inokuluma je omogočala 
standardizirano koncentracijo celic z merjenjem OD in se je izkazala za najbolj pravilno, 
zato smo jo uporabljali pri vseh nadaljnjih eksperimentih. Bolj točno koncentracijo celic (106 
CFU/ml) smo določili z metodo štetja kolonij na gojišču MHA. 
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Slika 10: Vpliv načina priprave in koncentracije inokuluma na adhezijo sevov C. jejuni K49/4, NCTC 11168 
in 81-176, določenega s spektrofotometrično metodo (KV). Rezultati so prikazani kot vrednost absorbance (A) 
± SD. 
 
4.2 SPREMLJANJE KULTIVABILNOSTI, ŽIVOSTI IN BIOMASE ADHERIRANIH 
CELIC 
Z namenom izbrati sev z najboljšo tvorbo biofilma in posredno najboljšo adhezijo smo 
testirali tri različne seve in jim določili sposobnost filmotvornosti po 3 dneh. Uporabili smo 
tri različne metode in sicer: spremljanje kultivabilnosti s štetjem kolonij na trdem gojišču, 
celične aktivnosti z merjenjem bioluminescence in biomase adheriranih celic po barvanju s 
kristal viojoličnim (slika 11, 12 in 13). Na podlagi rezultatov smo za nadaljnje eksperimente 
izbrali sev z največjo sposobnostjo adhezije.  
 
Slika 11: Kultivabilnost adherirarnih celic sevov C. jejuni K49/4, NCTC 11168 in 81-176, določena z metodo 
štetja kolonij na ploščah. Rezultati so prikazani kot log vrednosti CFU/ml ± SD.   
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Slika 12: Živost adheriranih celic sevov C. jejuni K49/4, NCTC 11168 in 81-176, določena z merjenjem ATP-
bioluminiscence. Rezultati so prikazani v relativnih svetlobnih enotah (RLU) ± SD. 
 
 
Slika 13: Količina  adherirane biomase celic pri sevih C. jejuni K49/4, NCTC 11168 in 81-176, določena s 
sprektrofotometrično metodo (KV). Rezultati so prikazani kot vrednost absorbance (A) ± SD. 
Analiza rezultatov zgornjih treh metod štetja kolonij na trdnem gojišču, merjenja 
bioluminescence in barvanja adheriranih celic s kristal vijoličnim je pokazala različne 
informacije o adheziji sevov C. jejuni na polistirensko površino mikrotitrske plošče. Sev C. 
jejuni K49/4 je glede na metodo barvanja s KV pokazal največ pritrjene biomase na 
polistirensko dno mikrotitrske plošče (slika 13) in hkrati najmanjšo aktivnost celic (slika 12). 
Manjša aktivnost je sicer lahko pričakovana v že tvorjenem biofilmu. Kultivabilnost celic je 
bila najbolj izenačena za vse seve in je najbolj realna ocena adhezije.  
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4.3 VIZUALNO SPREMLJANJE TVORBE BIOFILMA 
Na podlagi teh rezultatov smo se odločili, da bomo tvorbo biofilma spremljali še vizualno z 
gojenjem bakterij v mikrotitrski plošči s 6 ml-luknjicami. Biofilmi vseh treh sevov C. jejuni 
po 3-eh in 5-ih dneh inkubacije so prikazani na slikah 14 in 15. 
 
Slika 14: Vizualen prikaz tvorbe biofilma po 3-eh dneh inkubacije sevov C. jejuni: NCTC 11168, K49/4, 81-
176 in kontrola. 
 
 
Slika 15: Vizualen prikaz tvorbe biofilma po 5-ih dneh inkubacije sevov C. jejuni: NCTC 11168, K49/4, 81-
176 in kontrola. 
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V vseh primerih so vidno opazne nitke biofilma, s katerimi je biomasa pritrjena na dno 
polistirenske plošče, še bolj so bile izrazite med mehanskim premikanjem plošč. Najbolj 
izrazite nitke je tvoril sev C. jejuni NCTC 11168. Količinsko največ biofilma smo opazili 
pri sevu C. jejuni  K49/4. Struktura in količina biofilma se med 3-jim in 5-im dnem 
inkubacije ni znatno spremenila, le v primeru seva C. jejuni 81-176, pri katerem smo opazili 
pritrjenost na podlago le po 5-ih dneh.  
Glede na sposobnost adhezije in tvorbe biofilma smo za nadaljevanje eksperimentov izbrali 
sev C. jejuni K49/4, ki je kot piščančji izolat povezan direktno z živilsko proizvodnjo 
(Zorman in Smole Možina, 2002). Kot smo lahko pokazali, je tvoril največ biomase 
biofilma.  
4.4 PROTIMIKROBNA UČINKOVITOST BRINOVIH PRIPRAVKOV 
Z namenom izbrati subinhibitorno koncentracijo naravnih učinkovin, ki ne bi vplivala na 
rast bakterij smo najprej določili minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK) pripravkov 
navadnega brina na planktonske celice izbranega seva C. jejuni K49/4. Pri tem smo uporabili 
metodo mikrodilucije, ki je ovrednotena z merjenjem ATP-bioluminiscene (Klančnik in 
sod., 2010). Vrednosti MIK so podane v preglednici 12 in so za večino pripravkov 1,25 
mg/ml, le pri izolirani komponenti amentoflavonu je pri koncentraciji 2,5 mg/ml. Glede na 
rezultate smo izbrali koncentracijo 1 mg/ml ter jo uporabili pri analizi protiadhezijskega 
delovanja navadnega brina. S tem smo zagotovili, da brinovi pripravki ne vplivajo na rast 
bakterijskih celic, ampak izključno na adhezijo.  
Preglednica 12: Minimalna inhibitorna koncentracija pripravkov navadnega brina prikazana v mg/ml, 
določena na planktonskih celicah C. jejuni K49/4. 
 
Pripravek navadnega brina 
Vrednost MIK 
(mg/ml) 
izvleček jagod 1,25 
frakcija 6 1,25 
frakcija 8 1,25 
amentoflavon 2,5 
izvleček odpadnega materiala 1,25 
eterično olje 1,25 
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4.5 SPREMLJANJE ADHEZIJE IN PROTIADHEZIJSKEGA UČINKA S qPCR   
4.5.1 Optimizacija metode qPCR  
Kvantitativno določanje bakterij vrste C. jejuni s specifično sekvenco ccoN s qPCR  je bilo 
že predhodno razvito, validirano in objavljeno (Toplak in sod., 2012; Klančnik in sod., 
2015). Z optimizacijo qPCR smo potrdili, da pomnoževanje za C. jejuni specifičnega 
fragmenta v naših pogojih eksperimenta poteka pravilno in izločili možnost prisotnosti 
inhibitorjev PCR v reakcijski mešanici. Preverili smo vpliv koncentracije DNA na 
ponovljivost in točnost metode, vpliv vzorčenja, uspešnost priprave DNA, specifičnost 
pomnoževanja ter določili linearno območje pomnoževanja, mejo detekcije ter mejo 
kvantifikacije.    
4.5.1.1 Vpliv koncentracije DNA na ponovljivost in točnost metode qPCR  
Preglednica 13 prikazuje vpliv razredčevanja DNA na potek PCR. Preverjali smo točnost in 
ponovljivost metode. Vsako razredčitev smo pripravili 2-krat in vsaka od teh je bila 
ponovljena v paralelkah.  
Preglednica 13: Vpliv razredčevanja koncentracije DNA na potek reakcije PCR: razredčitve vzorca in 
vrednosti Ct posamezne meritve. 
 
Oznaka 
vzorca 
Vzorec/ponovitev Redčitev Vrednost Ct Standardni odklon (SD) 
1 
1.1 
10-1 
12,69 
0,124 
0,237 
1.2 12,51 
2.1 12,86 
0,142 
2.2 13,06 
2 
1.1 
10-2 
17,33 
0,061 
0,112 
1.2 17,42 
2.1 17,18 
0,013 
2.2 17,20 
3 
1.1 
10-3 
22,0 
0,611 
0,433 
1.2 21,14 
2.1 21,24 
0,129 
2.2 21,06 
4 
1.1 
10-4 
24,43 
0,035 
0,052 
1.2 24,48 
2.1 24,49 
0,081 
2.2 24,38 
NTC 1.2 
100 
- 
/ / 
NTC 2.2 - 
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SD-vrednosti prikazujejo informacijo o ponovljivosti in točnosti pomnoževanja. SD 
paralelnih reakcij PCR znotraj ene razredčitve vzorca je ≤ 0,124, razen v primeru PCR pri 
vzorcu z oznako 3, ponovitev 1.1, kjer je najverjetneje prišlo do napake pri razredčevanju 
vzorca DNA. SD vseh vzorcev enake razredčitve je ≤ 0,433. Ponovljivost in točnost 
pomnoževanja ccoN sta zadovoljivi. 
Logaritemske krivulje na sliki 16 prikazujejo jakost normalizirane fluorescence  (sprememba 
signala (ΔRn)) v odvisnosti od števila ciklov (Ct) PCR. Sprememba signala predstavlja 
razliko fluorescence med sondo (FAM) in signalom pasivnega barvila (ROX). S tem 
razmerjem merjenja signalov pasivnega barvila (signala ozadja) se znebimo napak pri 
merjenju fluorescence nastalih pomnožkov. Vrednosti negativnih kontrol (NTC) niso bile 
nikoli nad mejo zaznavanja, katera je bila fiksirana pri 0,2 ΔRn (slika 16). Presečišča krivulj 
pomnoževanja in meje zaznavanja so enakomerno oddaljena med seboj, kar prikazuje 
postopno zmanjšanje koncentracij DNA na vsaki stopnji 10-kratne razredčitve vzorcev. 
 
Slika 16: Pomnoževanje fragmentov gena ccoN v vzorcih 10x, 100x, 1000x in 10000x razredčene DNA 
bakterij vrste C. jejuni. Spremljanje s programom 7500 Fast Real-Time PCR SDS Software. 
 
4.5.1.2 Vzorčenje z združevanjem neodvisnih vzorcev (''pooling'') 
Preverjali smo dva načina vzorčenja adheriranih celic v mikrotitrski plošči. Z rezultati qPCR 
smo ugotovili, da analiza običajnega vzorčenja - DNA lizat iz 3 individualnih vzorcev 
(luknjic na mikrotitrski plošči) daje statistično bolj reprezentativen rezultat, kakor če je 
vzorec DNA lizata pripravljen iz 3 združenih luknjic (''pooling'') (preglednica 14). V prvi 
ponovitvi PCR analize se varianca pridobljenih vrednosti Ct med dvema načinoma vzorčenja 
ni razlikovala. Pri drugi ponovitvi pa je varianca običajnega vzorčenja manjša (SV = 0,788) 
kot pri ''pooling'' vzorčenju (SV = 0,884). V nadaljnjem delu smo uporabili metodo vzorčenja 
iz 3 individualnih luknjic. 
 
Δ
R
n
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Preglednica 14: Primerjava povprečnih vrednosti Ct in variance dveh lizatov biofilmske DNA dobljenih z 
običajnim vzorčenjem in združevanjem vzorcev (pooling vzorčenje). 
 
Število neodvisnih 
ponovitev testa 
Povprečje vrednosti Ct Varianca vrednosti Ct 
Običajno 
vzorčenje 
Pooling 
vzorčenje 
Običajno 
vzorčenje 
Pooling 
vzorčenje 
1. ponovitev 19,437 20,429 0,173 0,173 
2. ponovitev 20,325 19,984 0,788 0,884 
 
 4.5.1.3 Specifičnost pomnoževanja gena ccoN 
Specifičnost pomnoževanja fragmenta ccoN specifičnega za C. jejuni smo preverjali z 
mikrofluidno kapilarno elektroforezo v podjetju OMEGA, d.o.o, Ljubljana, Slovenija. 
Specifičnost je sposobnost metode, da brez kakršnega koli vpliva spremljevalnih snovi ali 
ozadja, zazna pravilno koncentracijo DNA v vzorcu. Če je prisotna DNA drugih vrst 
mikroorganizmov, ta ne sme vplivati na zaznavo specifične tarčne DNA (Bustin in sod., 
2009). Velikost pomnožkov smo primerjali z velikostjo fragmentov molekularnega 
označevalca dolžin pomnožkov 0-7000 bp (DNA lestev) (slika 17). Linije na sliki okoli 30 
bp prikazujejo nepomnožene oligonukleotidne začetke, pri 81 bp pa ccoN pomnožke.  
 
 
Slika 17: Rezultati mikrofluidne kapilarne elektroforeze pomnožkov 81 bp dolgih ccoN C. jejuni K49/4 
(LabChip GX instrument, OMEGA d.o.o., Ljubljana, Slovenija). 
 
MOLEKULARNI 
OZNAČEVALEC 
0-7000 bp 
VZOREC 1 
ccoN  
81 bp  
VZOREC 2 
ccoN  
81 bp  
81 bp 
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4.5.1.4 Umeritvena krivulja in učinkovitost pomnoževanja 
Za uporabo qPCR je potrebno linearno razmerje med dobljenimi vrednostmi Ct in količino 
kopij DNA v reakcijski mešanici (Bustin in sod., 2009; Botteldoorn in sod., 2008). 
Umeritveno krivuljo smo naredili na podlagi rezultatov absolutne kvantifikacije z dPCR 
(OMEGA d.o.o.). Z dPCR smo določili natančno število kopij DNA v vzorcu mešanice DNA 
različnih sevov C. jejuni: 2,63 × 107 kopij DNA/µl z 1,48 % natančnostjo. Vzorec z znano 
koncentracijo DNA smo serijsko razredčevali do 10-7 in določili vrednosti Ct s qPCR. 
Umeritvena krivulja z enačbo y = – 3,3284 + 40,93 ima učinkovitost E =  99,731 %, kar je 
blizu idealni učinkovitosti (E = 100 %). Korelacijski koeficient je znašal R2  = 0,9692. Meja 
zaznavanja, pri kateri zaznamo signal pomnoževanja kot pozitiven, je bila fiksirana pri ΔRn 
= 0,20 (slika 18). 
 
Slika 18: Umeritvena krivulja qPCR za kvantifikacijo ccoN fragmenta C. jejuni K49/4 pri določanju 
protiadhezijske učinkovitosti pripravkov. 
Na podlagi pomnoževanja vzorcev serijskih razredčitev znane koncentracije DNA smo 
določili območje detekcije in kvantifikacije, kot je prikazano v preglednici 15. Vrednosti Ct 
do 40 smo upoštevali kot pozitivne, potem pa pride do povečane tvorbe dimerov začetnih 
oligonukleotidov ter posledično do negativnega rezultata. Vključili smo tudi negativno 
kontrolo (NTC) za preverjanje kontaminacije. Območje linearnega pomnoževanja pri 
katerem je naklon krivulje -3,328 in korelacijski koeficient R2 = 0,9692 zajema 5 
logaritemskih enot in sega do razredčitve 10-4. Območje detekcije smo tako določili 105 – 
105 200 000 kopij DNA, območje kvantifikacije pa 10 520 – 105 200 000 kopij DNA na 
reakcijo (preglednica 15).  
Čeprav smo v naših pogojih eksperimenta zmanjšali volumen reakcijske mešanice s 
priporočenih 25 µl na 20 µl, smo še vedno lahko potrdili dobro občutljivost pomnoževanja 
fragmentov ccoN z dvojno označeno sondo (6-FAM in MGB) in več kot zadovoljivo 
učinkovitost dobljene umeritvene krivulje (E > 99,731 %). Linearno območje pomnoževanja 
y = – 3,3284x + 40,93
R² = 0,9692
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in korelacijski koeficient (R2 = 0,9692) sta bila primerljiva s predhodno objavljenimi R2 = 
0,97 (Toplak in sod., 2012).  
Preglednica 15: Znano število kopij DNA v vzorcih serijskih razredčitev lizata mešanice sevov C. jejuni ter 
vrednosti Ct, pridobljene s qPCR. Linearno območje pomnoževanja, meja detekcije in meja kvantifikacije 
(označeno s sivim ozadjem). 
 
Oznaka 
vzorca 
Ponovitev Redčitev 
Število 
DNA kopij/ 
reakcijo 
log 
DNA kopij/ 
reakcijo 
Ct 
PCR 
 (+/-) 
Naklon, 
R2 
1 
1 
100 
105200000 8,0 15,16 + 
- 3,3 
0,97 
2 105200000 8,0 15,06 + 
3 105200000 8,0 15,01 + 
2 
1 
10-1 
10520000 7,0 16,64 + 
2 10520000 7,0 16,81 + 
3 10520000 7,0 - - 
3 
1 
10-2 
1052000 6,0 20,21 + 
2 1052000 6,0 20,44 + 
3 1052000 6,0 20,25 + 
4 
1 
10-3 
105200 5,0 23,59 + 
2 105200 5,0 23,73 + 
3 105200 5,0 23,67 + 
5 
1 
10-4 
10520 4,0 28,86 + 
2 10520 4,0 28,76 + 
3 10520 4,0 29,05 + 
6 
1 
10-5 
1052 3,0 33,25 + 
/ 
2 1052 3,0 33,16 + 
3 1052 3,0 33,19 + 
7 
1 
10-6 
105,2 2,0 36,30 + 
2 105,2 2,0 37,18 + 
3 105,2 2,0 37,16 + 
8 
1 
10-7 
10,5 1,0 41,875 - 
2 10,5 1,0 42,22 - 
3 10,5 1,0 - - 
NTC 
1 / 0 0 - - 
2 / 0 0 - - 
NTC = negativna kontrola brez vzorca DNA 
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4.5.2 Kvantifikacija protiadhezijske učinkovitosti izbranih pripravkov 
Po tretiranju bakterijske kulture s pripravki navadnega brina smo adherirane celice lizirali 
ter ekstrahirano DNA kvantificirali z optimizirano metodo qPCR. Rezultate (vrednosti Ct) 
določanja adheriranih bakterijskih celic C. jejuni K49/4 s qPCR smo preračunali v število 
kopij DNA s pomočjo enačbe umeritvene krivulje. Ker je spodnja meja kvantifikacije 10 
520 kopij DNA, pri samem poskusu pa smo zaznali najmanj 188 molekul DNA molekul pri 
PCR reakciji, smo rezultate protiadhezijskega učinka prikazali kot število kopij DNA v 
reakcijski mešanici. Meja zaznavanja, pri kateri zaznamo signal pomnoževanja kot 
pozitiven, je bila fiksirana pri ΔRn = 0,20. Vsi testirani pripravki so pokazali protiadhezijsko 
učinkovitost na celice C. jejuni K49/4 (slika 19). 
 
Slika 19: Protiadhezijska učinkovitost izbranih pripravkov navadnega brina na Campylobacter jejuni K49/4 
izražena s številom kopij DNA na reakcijo PCR ± SD. Pripravki v subinhibitornih koncentracijah: 1 mg/ml. 
Rezultati so statistično značilno različni: v primerjavi s kontrolo (*p < 0,01) in med pari neodvisnih vzorcev, 
ki so povezani s črtami (*p < 0,01). 
Vsi izbrani pripravki navadnega brina so pokazali zmanjšanje DNA C. jejuni K49/4 v 
primerjavi z netretiranim vzorcem. Netretiran vzorec bakterijske kulture je bil naša kontrola 
(52 462 kopij DNA/reakcijo). Najbolj učinkovito je bilo eterično olje navadnega brina, pri 
katerem smo v vzorcu določili praktično skoraj nič bakterij (188 kopij DNA/reakcijo). Drugi 
najbolj učinkovit je bil fenolni izvleček jagod navadnega brina, kjer smo določili 3063 ± 
1489 kopij DNA/reakcijo. Izvleček odpadnega materiala po destilaciji je pokazal 
presenetljivo dobro učinkovitost s komaj 4702 kopij DNA v PCR reakcijski mešanici. Pri 
tretiranju C. jejuni s frakcijo 6 in 8 smo določili 12026 in 13332 DNA kopij/reakcijo. 
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Najslabše učinkovita je bila izolirana substanca amentoflavon z 16335 kopij DNA/reakcijo 
(slika 19). Vse izračunane povprečne vrednosti kopij DNA za vzorce, tretirane s pripravki 
navadnega brina so statistično značilno različne v primerjavi s kontrolo (p < 0,01).  
4.5.3 Kvantifikacija protiadhezijske učinkovitosti pri različnih pogojih za adhezijo 
V nadaljevanju eksperimenta smo pripravka navadnega brina z najboljšo učinkovitostjo 
testirali ob spreminjanju faktorjev, kateri lahko vplivajo na bakterijsko adhezijo. Želeli smo 
se približati pogojem živilske industrije, zato smo preverjali vpliv spremenjenih parametrov 
na adhezijo:  
• medij (slika 20),  
• tip površine (slika 21),  
• gojenje v enovrstni in mešani kulturi z bakterijami vrste Listeria monocytogenes 
(slika 22).   
 
Slika 20: Protiadhezijska učinkovitost izbranih pripravkov navadnega brina na Campylobacter jejuni K49/4 
ob spremembi medija. Rezultati so izraženi s številom kopij DNA na reakcijo PCR ± SD. Pripravki v 
subinhibitornih koncentracijah: 1 mg/ml. Rezultati so statistično značilno različni: v primerjavi s kontrolo (*p 
< 0,01) in med pari neodvisnih vzorcev, ki so povezani s črtami (*p < 0,01). 
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Pri spreminjanju medija smo za kontrolo vzeli navadno gojišče MHB in dodajali 0,1 % 
glukoze, 1 % glukoze in 50 % piščančjega soka. V primerih, kjer smo dodajali glukozo, se 
učinkovitost fenolnega izvlečka in eteričnega olja ni bistveno spremenila. Ob dodatku 50 % 
piščančjega soka se je eterično olje še vedno izkazalo za učinkovito. V poskusu s 50 % 
piščančjim sokom pa smo dobili nekoliko drugačne rezultate, ki nakazujejo manjšo 
izhodiščno adhezijo bakterij in neučinkovitost fenolnega izvlečka (slika 20).  
 
Slika 21: Protiadhezijska učinkovitost izbranih pripravkov navadnega brina na Campylobacter jejuni K49/4 
glede na tip površine. Rezultati so izraženi s številom kopij DNA na reakcijo PCR ± SD. Pripravki v 
subinhibitornih koncentracijah: 1 mg/ml. Rezultati so statistično značilno različni: v primerjavi s kontrolo (*p 
< 0,01) in med pari neodvisnih vzorcev, ki so povezani s črtami (**p < 0,05). 
Poleg polistirena smo spremljali adhezijo C. jejuni K49/4 tudi na diskih iz nerjavečega jekla 
z različno hrapavostjo: (i) polirana AISI 304 3D površina s hrapavostjo najmanj 25,20 nm 
in (ii) brušena AISI 304 površina s hrapavostjo 961,90 nm (Bohinc in sod., 2014). Za 
kontrolo smo vzeli polistirensko površino. Ugotovili smo, da se adhezija glede na tip 
površine ne spremeni bistveno. Fenolni izvleček in eterično olje sta bila enako učinkovita 
pri inhibiciji adhezije na površino nerjavečega jekla, kakor pri spremljanju adhezije na 
polistirenski površini z več kot 90 % inhibicijo (slika 21). 
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Slika 22: Protiadhezijska učinkovitost izbranih pripravkov navadnega brina na bakterije Campylobacter jejuni 
K49/4 in Listeria monocytogenes 601 glede na rast v enovrstni ali mešani kulturi. Rezultati so izraženi s 
številom kopij DNA na reakcijo PCR ± SD. Pripravki v subinhibitornih koncentracijah: 1 mg/ml. Rezultati so 
statistično značilno različni: v primerjavi s kontrolo (*p < 0,01, **p < 0,05) in med pari neodvisnih vzorcev, 
ki so povezani s črtami (*p < 0,01). 
Pri gojenju C. jejuni K49/4 v mešanici z L. monocytogenes 601 smo ugotovili, da se bakterije 
C. jejuni bolje adherirajo na površino v mešani kulturi in na splošno bolje od bakterij vrste 
L. monocytogenes. Število kopij DNA adheriranega C. jejuni v enovrstni kulturi se je 
povečalo s 52461 ± 15294 na 93965 ± 50415, ko je bil gojen skupaj z L. monocytogenes. Ne 
glede na to ali smo gojili bakterije v enovrstni ali mešani kulturi, sta bila fenolni izvleček 
učinkovita proti adheziji obeh bakterijskih vrst (slika 22). 
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5 RAZPRAVA 
5.1 PRIMERJAVA METOD ZA SPREMLJANJE ADHEZIJE 
Večina študij preiskuje tvorbo biofilma C. jejuni z najbolj pogosto uporabljenimi 
konvencionalnimi metodami, vendar je s klasičnimi metodami zelo težko dobiti pravilno 
informacijo o adheziji, predvsem zaradi majhnega števila bakterijskih celic. Klasične in 
spektrofotometrične metode določanja adhezije C. jejuni treh različnih sevov v naši raziskavi 
niso pokazale dovolj zanesljivih rezultatov. Že pri avtorjih Joshua in sod. (2006) metoda 
barvanja s KV ni veljala kot najbolj primerna za določanje adhezije C. jejuni. Količina 
vezanega barvila naj bi bila proporcionalna biomasi pritrjenih celic, vendar lahko na vezavo 
vpliva več dejavnikov, zaradi katerih je barvilo lahko neenakomerno razporejeno, ali pa se 
absorbira na abiotske materiale (Joshua in sod., 2006). V našem primeru se je večji del 
barvila vezal na polistirensko površino mikrotitrske plošče ali komponente gojišča, saj so 
bile vrednosti absorbance sterilne kontrole (MHB) relativno visoke. Razlike v absorbanci 
vezanega barvila med adheriranimi celicami in kontrolo so bile majhne, zato ta metoda ni 
dovolj občutljiva in točna za določanje pritrjenih celic C. jejuni, kar so ugotovili tudi 
Vesterlund in sod. (2005). 
Metoda določanja CFU/ml adheriranih celic je primerna za določanje kultivabilnosti in po 
mnenju Hassan in sod. (2011) ter Meireles in sod. (2015) bolj zanesljiva od 
spektrofotometričnega določanja obarvanih celic. Vendar ima kljub temu pomanjkljivost v 
tem, da je C. jejuni relativno občutljiv organizem in lahko tvori VBNC stadij ali se poškoduje 
v laboratorijskih postopkih spiranja celic s površine ter posledično izgubi zmožnost tvorbe 
kolonij na trdem gojišču.  
Metoda merjenja ATP-bioluminiscence je bolj primerna za določanje adheriranih celic kot 
biofilma, saj v začetni stopnji še ni prisotnega EPS-a, od koder bi lahko izvirale molekule 
ATP in povzročile napačne rezultate. Ray in Bhunia (2008) prav tako navajata, da je 
pomanjkljivost metode v tem, da ni možno določiti mrtvih celic, ki so prav tako del biofilma.  
Vizualno opazovanje tvorbe biofilma nam je omogočilo oceno količine biomase in razlike v 
strukturi biofilma, pritrjenega na površino med uporabljenimi sevi C. jejuni. Najboljšo 
sposobnost adhezije je pokazal sev C. jejuni K49/4. Proti pričakovanjem smo slabšo 
sposobnost adhezije ugotovili pri drugih dveh referenčnih humanih izolatih: 81-176 in 
11168. Tudi Joshua in sod. (2006) poročajo, da je referenčni sev NCTC 11168 sicer dobro 
tvoril biofilm v obliki skupkov (agregatov), vendar ni tvoril biofilma, pritrjenega na 
polistirensko površino, saj naj bi v in vitro pogojih izgubil gibljivost. Prav tako Reeser in 
sod. (2007) in Gunther IV in Chen (2009) poročajo o slabši sposobnosti za adhezijo na 
polistiren nekaterih kliničnih izolatov (C. jejuni 81-176). 
Teh in sod. (2014) v svojih raziskavah trdijo, da je pomanjkanje študij adhezije in tvorbe 
biofilma pri C. jejuni ter da je potrebno izboljšati metode kvantifikacije. Poleg visoko-
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zmogljivih metod, ki temeljijo na gojenju biofilma v mikrotitrski plošči ter kvantifikacije na 
podlagi absorbance in fluorescence, so za študij adhezije obetavnejše molekularne tehnike. 
5.2 KVANTIFIKACIJA ADHERIRANIH CELIC Z METODO qPCR 
Pri določanju adhezije gre lahko za zelo majhno število pritrjenih celic, zato je njihova 
identifikacija in kvantifikacija zahtevna. Molekularne metode, ki temeljijo na PCR v realnem 
času, nudijo najboljšo občutljivost in specifičnost za in vitro določanje adhezije bakterijskih 
celic na površino, vključno z detekcijo mrtvih in poškodovanih celic (Vesterlund in sod., 
2005; Meireles in sod., 2015). Kvantitativno določanje C. jejuni v različnih vzorcih s 
specifičnimi začetnimi oligonukleotidi in sondami je že predhodno opisano in validirano s 
strani nekaterih avtorjev (Toplak in sod., 2012; Botteldoorn in sod., 2008). V naši raziskavi 
smo metodo prvič uporabili za kvantifikacijo protiadhezijske učinkovitosti izbranih 
rastlinskih pripravkov pri tej bakterijski vrsti. Uporabili smo že opisane začetne 
oligonukleotide (ccoN), specifično dvojno označeno sondo ter program pomnoževanja 
(Toplak in sod., 2012) za določanje antiadhezijskega učinka pripravkov navadnega brina. 
Inkubacija, liza adheriranih celic in ekstrakcija DNA direktno v mikrotitrski plošči se je 
izkazalo za učinkovit protokol, katerega produkt je dovolj čista DNA za uporabo v PCR 
reakciji. Predhodno so že uporabili enak protokol pri določanju biofilmskih celic Listeria 
monocytogenes s qPCR (Klančnik in sod., 2015). Kvantifikacija z dvojno označeno sondo 
(6-FAM in MGB) in TagMan® Master Mix reagentom se je izkazala za metodo qPCR z 
najboljšo občutljivostjo in specifičnostjo, tudi pri določanju zelo majhnih koncentracij 
pritrjenih celic C. jejuni v vzorcu. Učinkovitost je bila 99,7 %, linearno območje 
pomnoževanja je zajemalo 5 log vrednosti, meja detekcije pa je bila določena pri 105,2 DNA 
molekul v reakcijski mešanici, kar je primerljivo s PCR eksperimenti zgoraj omenjenih 
avtorjev. 
5.3 PROTIADHEZIJSKA UČINKOVITOST BRINOVIH PRIPRAVKOV  
Rastlinski ekstrakti so veliko bolj učinkoviti pri zaviranju pritrjevanja celic na površino, 
kakor pri zaviranju rasti že nastalega biofilma. Na splošno je protiadhezijska učinkovitost 
fenolnih pripravkov in eteričnega olja odvisna od kemijske strukture komponent in od 
njihove koncentracije (Tiwari in sod., 2009). Številne študije opisujejo protimikrobno 
delovanje eteričnih olj, posameznih monoterpenov ali fenolnih komponent na celice 
Campylobacter jejuni (Kurekci in sod., 2013; Duarte in sod., 2016; Klančnik in sod., 2014; 
Piskernik in sod., 2011), vendar se le redke dotaknejo proučevanja mehanizmov 
protiadhezijske in protifilmotvorne učinkovitosti teh naravnih spojin (Duarte in sod., 2015; 
Bensch in sod., 2011). 
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5.3.1 Protiadhezijski učinek brinovega eteričnega olja  
Znan je širok spekter bioloških aktivnosti eteričnega olja navadnega brina, večinoma po 
zaslugi monoterpenov, kateri predstavljajo kar 60 % delež v olju. V večini primerov ne 
moremo vseh biološko aktivnih mehanizmov povezati z najbolj zastopanima spojinama: α- 
in β-pinenom, temveč je to odvisno od kemijske narave vseh prisotnih spojin ter njihove 
koncentracije. Za Campylobacter jejuni K49/4 smo ugotovili minimalno inhibitorno 
koncentracijo eteričnega olja jagod navadnega brina 1,25 mg/ml, ter izbrali subinhibitorno 
koncentracijo 1 mg/ml za preverjanje protiadhezijskega učinka. Sicer nismo imeli možnosti 
primerjati med eteričnem oljem brina in njegovimi izoliranimi komponentami, vendar smo 
določili izjemno učinkovito protiadhezijsko aktivnost omenjenega, saj je bila večja (99 %) 
kot v primerjavi z netretirano kulturo C. jejuni K49/4.  
Načeloma so po Gramu negativne bakterije, kot je Campylobacter jejuni, bolj odporne na 
protimikrobno aktivnost eteričnih olj zaradi hidrofobnega LOS celičnega ovoja. Vendar 
eterično olje brinovih jagod kaže podobne baktericidne učinke proti po Gramu pozitivnim 
in po Gramu negativnim bakterijskim vrstam (vrednosti MIK 8-70 % (v/v)) (Stoilova in sod., 
2014; Höferl in sod., 2014). Eterična olja nekaterih drugih rastlin in njihove individualne 
terpenoidne komponente so prav tako pokazale močno protimikrobno aktivnost proti 
Campylobacter z inhibitornimi koncentracijami med 0,001-1,0 % (v/v). Individualni 
terpenoidi so pokazali slabšo aktivnost kakor kompletno eterično olje. Inhibicijske cone na 
trdem gojišču so bile primerljive z antibiotikom tetraciklinom in ampicilinom (Kurekci in 
sod., 2013).  
V drugih raziskavah so pokazali, da imata koriandrovo eterično olje in linalol poleg 
protibakterijske aktivnosti tudi inhibicijo tvorbe biofilma (adhezije) C. jejuni in C. coli že v 
subinhibitornih koncentracijah. To pomeni, da so vpleteni različni mehanizmi protimikrobne 
aktivnosti pri planktonskih celicah, kakor pri inhibiciji tvorbe biofilma. Koriandrovo olje 
ima boljšo protifilmotvorno učinkovitost, kakor individualne komponenta tega eteričnega 
olja (linalool). Inhibicijo tvorbe biofilma so določali spektrofotometrično z barvanjem s KV 
(Duarte in sod., 2016). Čeprav je opisanih več mehanizmov inhibicije tvorbe biofilma z 
različnimi eteričnimi olji (Szczepanski in Lipski, 2014; Simões in sod., 2009), Duarte in sod. 
(2016) v svoji študiji ugotavljajo, da imata koriandrovo eterično olje in linalol vpliv na 
medcelično signalizacijo (inhibicija AI-2 signalnih molekul), saj je to pomemben proces pri 
vzpostavitvi in vzdrževanju biofilma Campylobacter. Poleg tega se veliko znanih študij 
osredotoča na učinke eteričnih olj in njihovih komponent pri pritrjanju C. jejuni celic na 
črevesni epitelij ter virulentne lastnostni organizma. Dokazali so inhibicijo gibljivosti, 
vezano na bakterijski biček, ob prisotnosti subinhibitornih koncentracij karvakrola, kar je 
povezano tudi s sposobnostjo C. jejuni za pritrjanje na abiotske površine (van Alphen in sod., 
2012). Predvidevamo, da izkazuje eterično olje brina prav tako enega od teh mehanizmov 
pri inhibiciji adhezije C. jejuni K49/4 in tako predstavlja vir naravnih bioaktivnih 
komponent, ki imajo potencialno vrednost za uporabo v kontroli biofilmov C. jejuni. 
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5.3.2 Protiadhezijski učinek brinovih fenolnih izvlečkov in amentoflavona  
Nekatere študije kažejo, da polifenolne komponente iz rastlin vplivajo na bakterijsko rast in 
imajo potencialno proti-Campylobacter aktivnost (Gañán in sod., 2009; Klančnik in sod., 
2012; Piskernik in sod., 2011). Mi smo za Campylobacter jejuni K49/4 določili minimalno 
inhibitorno koncentracijo vseh fenolnih izvlečkov navadnega brina 1,25 mg/ml in 2,5 mg/ml 
za fenolno komponento amentoflavon. Ker nismo želeli vplivati na rast C. jejuni, smo za 
preverjanje protiadhezijskega učinka izbrali subinhibitorno koncentracijo 1 mg/ml vseh 
izvlečkov. Rezultati raziskave so potrdili določeno protiadhezijsko aktivnost vseh 
pripravkov navadnega brina: fenolnega izvlečka, dveh frakcij fenolnega izvlečka (6 in 8), 
izolirane substance amentoflavon ter izvlečka odpadnega materiala po destilaciji brina.  
Občutljivost adheriranih celic je odvisna od sestave pripravka, strukture komponent in 
njihovega sinergizma. C. jejuni sicer nima običajnih stresnih odzivov, namesto tega ima zelo 
posebno strukturo membrane. Na splošno so kampilobaktri bolj občutljivi za fenolne 
molekule kakor druge bakterije. Kompleksni mehanizmi izlivnih črpalk so definitivno 
vključeni v rezistenco C. jejuni na fenolne molekule in fenolne izvlečke (Klančnik in sod., 
2012). V naši raziskavi sta eterično olje in surov fenolni izvleček jagod navadnega brina 
pokazala zaporedoma največjo protiadhezijsko učinkovitost na bakterije C. jejuni K49/4. 
Surov fenolni izvleček je bil mešanica različnih fenolnih komponent in nekaterih ostankov 
eteričnega olja. Želeli smo preveriti ali gre v fenolnem izvlečku za sinergistično aktivnost 
vseh komponent ali ima posamezna skupina fenolnih komponent zaslugo za protiadhezijsko 
učinkovitost. Zato smo pripravili dve frakciji, kateri sta vsebovali različne skupine fenolnih 
spojin. Frakcija 6 je vsebovala biflavonoidne spojine (apigenin, kupresoflavon, 
amentoflavon, biflavon, metilbiflavon, hinokiflavon), frakcija 8 pa glikozilirane fenolne 
spojine (gosipetin-heksozid-pentozid, gosipetin-heksozid, kvercetin-heksozid, kvercetin-3-
O-pentozid, izoskutelarein-8-O-heksozid, hipolaetin-7-pentozid, apigenin-heksozid in 
izoskutelarein-7-O-pentozid). Rezultati so pokazali, da gre najverjetneje za sinergistični 
učinek vseh fenolnih komponent skupaj, saj sta frakcija 6 in frakcija 8 pokazali slabšo 
protiadhezijsko aktivnost. 
Mehanizmi vpliva fenolnih spojin na sposobnost pritrjanja in tvorbe biofilma bakterijskih 
celic še vedno niso jasno znani. Gañán in sod. (2009) in Salaheen in sod. (2014) so 
ugotavljali, da nekatere fenolne kisline in fenolni izvlečki spremenijo fizikalno-kemijske 
lastnosti bakterijske površine (hidrofobnost) in zmanjšajo gibljivost C. jejuni, kar je 
povezano z sposobnostjo za adhezijo organizma. Enako so ugotavljali Lemos in sod. (2013) 
pri Bacillus cereus in Pseudomonas fluorescens, vendar pomanjkanje gibljivosti ni znatno 
vplivalo na adhezijo. Bakterije so v prisotnosti fenolnih kislin še vedno uspele tvoriti biofilm. 
Duarte in sod. (2015) pa poročajo o protifilmotvornih mehanizmih fenolne komponente 
resveratrola na C. jejuni. Močni protimikrobni učinki te spojine naj bi izhajali iz vpliva na 
izražanje genov, ki so povezani s tvorbo biofilma ter inhibicijo medcelične signalizacije, kar 
pa še ne potrjuje protiadhezijskega učinka v našem primeru.  
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V raziskavi smo želeli raziskati tudi učinek posameznih fenolnih komponent. Predhodne 
študije so pokazale, da med bioaktivne fenolne komponente sodi amentoflavon. To je spojina 
iz razreda biflavonoidov in je v surovem izvlečku navadnega brina kvantitativno najbolj 
zastopana izmed fenolnih komponent. Glede na že objavljene študije, v katerih kaže 
amentoflavon značilno protibakterijsko in fungicidno aktivnost, smo se osredotočili na 
izolacijo te molekule za testiranje protiadhezijske učinkovitosti. Raziskava protibakterijske 
učinkovitosti amentoflavona je pokazala podobne učinke kot antibiotiki (MIK 4-32 µg/ml) 
in celo sinergistične interakcije s kloramfenikolom (Hong Hwang in sod., 2013). V naši 
raziskavi se amentoflavon ni posebej izkazal kot protiadhezijsko sredstvo pri C. jejuni 
K49/4, saj je pokazal najslabšo učinkovitost. Uporaba individualne fenolne komponente ne 
zadošča za potrditev dobrega protiadhezijskega učinka in inhibicijo rasti biofilma C. jejuni. 
S tem potrjujemo sinergistično protiadhezijsko aktivnost fenolnih komponent v fenolnem 
izvlečku navadnega brina.  
Presenetljivo je izvleček odpadnega materiala po destilaciji brina pokazal zelo dobro 
protiadhezijsko učinkovitost v primerjavi z netretirano kulturo. Vsebnost in sestava 
nehlapnih fenolnih komponent se v procesu destilacije ne spremeni znatno, zato je odpadni 
material po destilaciji zanimiv za praktično uporabo kot protimikrobno ali protiadhezijsko 
sredstvo. Potrdili smo, da še vedno vsebuje potencialne bioaktivne flavonoide. Tudi Šikić 
Pogačar in sod. (2015) poročajo o dobri protiadhezijski učinkovitosti izvlečka 
postdestilacijskega ostanka timijana na C. jejuni K49/4 (do 30 % pri 0,2-12,5 µg/ml) in 
potencialni ponovni uporabi odpadnega materiala. 
Če povzamemo, sekundarni rastlinski metaboliti navadnega brina so nedvomno potencialen 
vir novih protiadhezijskih sredstev, s katerimi bi lahko preprečevali adhezijo in tvorbo 
biofilmov kot rezervoarja kontaminacij C. jejuni v živilski industriji. Logično je, da je lažje 
preprečevati adhezijo kakor odstranjevati že vzpostavljene biofilme na površinah, zato smo 
se osredotočili na določanje protiadhezijskih učinkov. Kot alternativno strategijo kontrole 
adhezije in tvorbe biofilmov C. jejuni smo izpostavili navadni brin (Juniperus communis), 
saj je rastno nezahtevno grmičasto drevo, ki raste po večini severne poloble. Ne le eterično 
olje in fenolni izvlečki, tudi odpadni rastlinski material je potencialno bioaktivna surovina 
za tretiranje mikroorganizmov.  
5.3.3 Vpliv medija na protiadhezijsko učinkovitost 
Številni dejavniki vplivajo na dinamiko adhezije bakterij C. jejuni: sev, površina, 
temperatura, prisotnost kisika in hranil. Z metodo qPCR smo spremljali adhezijo C. jejuni 
pri spremenjeni sestavi medija. Adhezija v gojišču MHB z 0,1 % in 1 % glukoze je bila 
primerljiva s tisto v gojišču MHB brez glukoze. Reeser in sod. (2007) so dokazali, da visoka 
osmolarnost z dodajanjem glukoze, saharoze ali NaCl v medij povzroči slabšo tvorbo 
biofilma. Reuter in sod. (2010) so dokazali, da lahko nizke koncentracije hranil in aerobno 
okolje (20 % O2) povečajo tvorbo biofilma.  
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V raziskavi Brown in sod. (2014) se je 5 % dodatek piščančjega soka v Brucela mediju 
pokazal v povečani adheziji in tvorbi biofilma C. jejuni na steklu, polistirenski površini in 
nerjavečem jeklu. Komponente soka se absorbirajo na površino in tvorijo ugoden sloj za 
pritrjevanje celic. Drugi avtorji so prav tako dokazali, da na splošno prisotnost organskih 
molekul (npr. beljakovine iz živil) močno povečajo adhezijo in tvorbo biofilma (Meireles in 
sod., 2015; Shi in Zhu, 2009). Zanimivo, da v našem primeru temu ni bilo tako, saj dodatek 
piščančjega soka ni povečal adhezije C. jejuni celic na polistirenski površini. Tudi Reeser in 
sod. (2007) so ugotavljali, da bolj hranljivo bogat medij ne spodbuja adhezije in tvorbe 
biofilma pri C. jejuni. Mogoče bi ob inkubaciji pri nižji temperaturi kot 42 °C dobili 
drugačne rezultate, saj predvidevamo, da je v našem primeru prišlo do koagulacije 
beljakovin iz piščančjega soka. Kljub temu smo dokazali učinkovito inhibicijo adhezije ob 
dodatku fenolnega izvlečka in eteričnega olja navadnega brina v vseh drugih primerih. V 
primeru dodatka 50 % piščančjega soka, kjer smo vzorec tretirali s fenolnim izvlečkom, ni 
prišlo do inhibicije adhezije, medtem ko eterično olje kaže močno protiadhezijsko 
učinkovitost, ne glede na dodatek piščančjega soka. 
5.3.4 Vpliv površine na protiadhezijsko učinkovitost 
V živilski industriji so v uporabi različni materiali, ki sčasoma postanejo bolj hrapavi, v 
razpokah bakterije najdejo zaščito pred čistilnimi sredstvi ter mehanskimi silami. Dokazano 
je, da se mikroorganizmi raje pritrjajo na bolj hrapave površine, kakor so teflon, PVC in 
drugi plastični materiali (Meireles in sod., 2015; Shi in Zhu, 2009; Abban in sod., 2012; 
Giaouris in sod., 2014). Kvantifikacija kopij DNA je pokazala primerljive rezultate adhezije 
C. jejuni na vse tri tipe podlage: polistiren, polirano in brušeno nerjaveče jeklo. Dokazali pa 
smo, da je pritrjevanje celic C. jejuni na površini nerjavečega jekla občutno zmanjšano ob 
dodatku fenolnega izvlečka in eteričnega olja navadnega brina z več kot 90 % inhibicijo. 
5.3.5 Vpliv rasti C. jejuni v mešani kulturi na protiadhezijsko učinkovitost 
Bakterije vrste C. jejuni tvorijo enovrstne biofilme in vitro na različnih površinah (Dykes in 
sod., 2003; Reeser in sod., 2007; Teh in sod., 2014). Številne študije so pokazale povečano 
adhezijo in preživetje C. jejuni v biofilmih, kultiviranih skupaj z drugimi bakterijami (Ica in 
sod., 2012; Bronowski in sod., 2014; Hoong Teh in sod., 2010; Meireles in sod., 2015; Shi 
in Zhu, 2009). Zelo pomembno je obravnavati adhezijo C. jejuni v mešanici z drugimi 
bakterijami kot začetek tvorbe mešanega biofilma, saj so ti zaradi medvrstnih metabolnih 
interakcij bolj stabilni in odporni. Ica in sod. (2012) so dokazali, da C. jejuni v mešanem 
biofilmu s Pseudomonas aeruginosa ostane kultivabilen in ne preide v stanje VBNC. Takšen 
biofilm je bolj robusten, kakor C. jejuni v enovrstnem biofilmu. Prav tako so Hoong Teh in 
sod. (2010) v študiji dokazali, da C. jejuni bolje preživi v mešani kulturi z bakterijami 
Enterococcus faecalis in Staphylococcus simulans. V našem eksperimentu je bila adhezija 
C. jejuni v mešani kulturi z L. monocytogenes znatno povečana glede na C. jejuni v enovrstni 
kulturi. Ponovno pa smo dokazali dobro učinkovitost obeh testiranih pripravkov navadnega 
brina – fenolni izvleček in eterično olje, z več kot 90 % inhibicijo adhezije v vseh primerih. 
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6 SKLEPI 
Rezultati eksperimentalnega dela potrjujejo postavljene delovne hipoteze.  
Metode določanja kultivabilnosti adheriranih celic s štetjem kolonij na ploščah, 
spektrofotometrične metode barvanja s kristal vijoličnim barvilom in merjenje aktivnosti 
celic na podlagi ATP-bioluminiscence dajejo različne informacije o adheziji sevov C. jejuni 
na polistirensko površino mikrotitrske plošče. 
Zaradi nizke občutljivosti in specifičnosti spektrofotometrične metode barvanja pritrjenih 
celic so za študij adhezije C. jejuni primernejše visokozmogljive in specifične molekularne 
tehnike kot je PCR v realnem času. Metoda kvantifikacije na osnovi PCR v realnem času 
omogoča realnejšo in bolj natančno oceno adhezije celic bakterij C. jejuni. 
Določili smo protiadhezijsko delovanje pripravkov navadnega brina (Juniperus communis). 
Najbolj učinkovita sta bila eterično olje in surov fenolni izvleček brinovih jagod. 
Protiadhezijska učinkovitost fenolnega izvlečka navadnega brina temelji na sinergistični 
moči vseh prisotnih fenolnih komponent v izvlečku. Učinkovitosti ne moremo pripisati 
posameznim skupinam fenolnih komponent (biflavonoidi ali glikozilirani fenoli), niti 
posamezni komponenti amentoflavonu.  
Izvleček odpadnega materiala po destilaciji brina je dobro protiadhezijsko sredstvo. Obstaja 
potencialna možnost ponovne uporabe odpada rastlinskega materiala po destilaciji v 
proizvodnji brinjevca. 
Fenolni izvleček in eterično olje navadnega brina sta zelo dobro učinkovita tudi pri različnih 
pogojih za adhezijo. Spremenjena sestava medija (dodatek 0,1 % in 1 % glukoze), hrapavost 
ter tip površine (polistiren, polirano in brušeno nerjaveče jeklo) niso bistveno vplivali na 
adhezijo C. jejuni K49/4 ter učinkovitost fenolnega izvlečka in eteričnega olja navadnega 
brina. Pri rasti C. jejuni K49/4 v mešani kulturi z L. monocytogenes je adhezija bakterije 
dokazano boljša kakor pri rasti C. jejuni v enovrstni kulturi, fenolni izvleček ter eterično olje 
pa ostajata v vseh primerih protiadhezijsko zelo dobro učinkovita. Drugačne rezultate je 
nakazal dodatek piščančjega soka, adhezija in učinkovitost izvlečka sta bila zmanjšana. V 
tej smeri je potrebno testiranja nadaljevati v realnih razmerah – v živilih, modelih živil ter v 
razmerah živilske industrije.  
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7 POVZETEK 
Pritrjevanje bakterij in nadaljnja tvorba biofilmov na površinah je pomemben dejavnik 
preživetja črevesnih bakterij v okolju izven gostitelja. Pri tem najpogostejše povzročiteljice 
črevesnih okužb bakterije vrste Campylobacter jejuni niso izjema. Pomanjkanje raziskav z 
ustreznim spremljanjem adhezije bakterij C. jejuni je povod za nastanek tega magistrskega 
dela.  
Namen eksperimentalnega dela je bilo ovrednotiti zmožnost treh sevov C. jejuni za 
pritrjevanje na polistirensko površino mikrotitrske plošče ter preveriti protiadehzijski učinek 
rastlinskih izvlečkov na bakterije C. jejuni. Prvi del je potekal na osnovi spremljanja 
kultivabilnosti in aktivnosti pritrjenih celic ter z določanjem njihove biomase. Na podlagi 
rezultatov smo za nadaljevanje eksperimenta izbrali piščančji izolat C. jejuni K49/4 z 
najboljšo sposobnostjo pritrjevanja. V drugem delu smo razvili metodo kvantifikacije 
adheriranih bakterijskih celic v mikrotitrski plošči s PCR v realnem času. Absolutno 
kvantifikacijo za pripravo umeritvene krivulje smo opravili z digitalnim PCR. V 
nadaljevanju smo preverjali protiadhezijski učinek pripravkov navadnega brina (Juniperus 
communis) kot alternativno strategijo preprečevanja in kontrole pritrjevanja celic. Za ta 
namen smo pripravili šest pripravkov: fenolni izvleček jagod, dve frakciji fenolnega 
izvlečka, izolirano aktivno komponento amentoflavon, izvleček odpadnega materiala po 
destilaciji in eterično olje. Na podlagi vrednosti MIK planktonskih celic C. jejuni K49/4 smo 
za določanje protiadhezijskega delovanja teh pripravkov izbrali koncentracijo (1 mg/ml) 
brez vpliva na rast celic.  
Rezultati so pokazali, da metode določanja kultivabilnosti adheriranih celic s štetjem kolonij 
na ploščah, spektrofotometrična metoda barvanja z barvilom in merjenje aktivnosti celic na 
podlagi ATP-bioluminiscence dajejo različne informacije o adheziji sevov C. jejuni na 
polistiren. Metoda kvantifikacije bakterij C. jejuni na osnovi PCR v realnem času omogoča 
realnejšo oceno adhezije celic, zato smo z njo določili protiadhezijsko delovanje pripravkov 
navadnega brina. Vsi testirani pripravki so zmanjšali adhezijo bakterij C. jejuni. 
Najčinkovitejša, fenolni izvleček in eterično olje smo uporabili za testiranje 
protiadhezijskega učinka pri različnih pogojih rasti glede na: medij, hrapavost površine in 
rast v mešani kulturi z L. monocytogenes. Spremenjena sestava medija z dodatkom 0,1 % in 
1 % glukoze ter hrapavost površine niso bistveno vplivali na adhezijo C. jejuni K49/4 ter 
učinkovitost fenolnega izvlečka in eteričnega olja. Pri rasti C. jejuni K49/4 v mešani kulturi 
z L. monocytogenes je bila adhezija bakterij boljša kakor pri rasti v enovrstni kulturi. Fenolni 
izvleček in eterično olje navadnega brina sta bila v vseh primerih zelo dobro učinkovita. 
Obstaja potencialna možnost ponovne uporabe odpada rastlinskega materiala po destilaciji 
v proizvodnji brinjevca. Z vključitvijo izvlečkov naravnih virov smo predstavili alternativno 
metodo preprečevanju kontaminacije živilskih produktov in s tem povezane tvorbe 
biofilmov ter zagotavljanju zdravja ljudi.  
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